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FTICR    Ionsko ciklotronski resonančni analizator 
Full MS   Način zajemanja MS spektra (MS eksperiment) 
GA    Golgijev aparat 
GalNAc   N-acetilgalaktozamin   
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GDevP   Dobra razvojna praksa (ang. Good development practice) 
GHT    Gojišče, ki vsebuje glicin, hipoksantin in timidin 
Glc    Glukoza 
GlcNAc   N-acetilglukozamin 
Gln    Glutamin 
Glu    Glutaminska kislina ali glutamat 
Gly    Glicin 
Gmap    Glikansko mapiranje 
GMP    Dobra proizvodna praksa (ang. Good manufacturing practice) 
GS    Glutamin sintetaza 
Gv-HCl   Gvanidinijev klorid 
Hc    Težka veriga 
HILIC    Kromatografija s hidrofilnimi interakcijami 
His    Histidin 
HPLC    Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPLC-MS   Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti sklopljena z masno 
    spektrometrijo 
HPLC-MS/MS  Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, sklopljena s 
    tandemsko masno spektrometrijo 
HRMS    Masni spektrometer visoke ločljivosti  
HT rCE-SDS   Visoko zmogljiva metoda za analitiko reduciranega proteina, ki 
    temelji na kapilarni elektroforezi na čipu 
IAM    Jodoacetamid 
IEF    Izoelektrično fokusiranje 
IEX    Ionsko-izmenjevalna kromatografija 
IsoAsp    Izoaspartat 
Lc    Lahka veriga 
Lys    Lizin 
LysC    Lizil endopeptidaza 
m/z    Razmerje med maso in nabojem iona  
mAb/mAbs   Monoklonsko protitelo/monoklonska protitelesa 
MAM    Multiatributna metoda 
Man    Manoza 
MCP    Nepopolno cepljeni peptidi z enim ali več necepljenim 
cepitvenim    mestom  
Met    Metionin 
Milli-Q   Sistem za produkcijo ultra čiste vode 
MPA    Mobilna faza A 
XV 
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MPB    Mobilna faza B 
MS    Masna spektrometrija, masni spektrometer 
MS/MS   Tandemska masna spektrometrija 
MSX    Metionin sulfoksamin 
MTX    Metotreksat 
PDA    Detektor z nizom diod 
pE    Piroglutamat 
Pepmap   Peptidno kartiranje 
ppm    Število delcev na milijon 
Pro    Prolin 
PTM    Posttranslacijska modifikacija 
rcf     Relativna centrifugalna sila 
RP    Reverzna faza 
SDS    Natrijev dodecil sulfat 
Ser    Serin 
ST    Sobna temperatura 
TFA    Trifluoroocetna kislina 
Thr    Treonin 
TIC    Ionski tok/kromatogram, ki predstavlja seštevek intenzitet vseh 
    masnih signalov, ki so bili detektirani med analizo (ang. Total 
ion     current/chromatogram) 
TOF    Masni analizator na čas preleta ionov 
Trp    Triptofan 
XIC    Ekstrahiran ionski tok/kromatogram (ang. Extracted ion  
    current/chromatogram) 
VH     Variabilno področje težke verige imunoglobulina 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Pri razvoju celične linije in bioprocesa za proizvodnjo biološko podobnih zdravil se uporabljajo 
različne analitske metode za spremljanje kritičnih atributov kakovosti (CQA) (npr. 
posttranslacijske modifikacije (PTM), fragmentacija, agregacija, itd.). Vrednosti posameznih 
atributov morajo ustrezati določenim vnaprej postavljenim mejam, saj lahko le na tak način 
zagotavljamo ustrezno varnost in učinkovitost terapevtskega proteina. Tradicionalno se v 
farmacevtski industriji uporabljajo specifične analitske metode (en atribut – ena metoda), v 
zadnjem času pa tradicionalne analitske metode nadomešča multiatributna metoda (MAM). Kot 
MAM se najpogosteje uporablja metoda peptidnega kartiranja (Pepmap), ki temelji na detekciji 
ionov analita s pomočjo masne spektrometrije (MS). Njena glavna prednost pred tradicionalnimi 
analitskimi metodami je v tem, da lahko v eni analizi spremljamo več atributov hkrati. 
Namen magistrske naloge je optimizirati in ovrednotiti MAM za analitiko terapevtskih 
proteinov z uporabo tekočinskega kromatografa visoke ločljivosti, sklopljenega z masnim 
spektrometrom (HPLC-MS). 
1.2 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE 
V okviru magistrske naloge bomo vzpostavili in optimizirali MAM, ki temelji na Pepmap, za 
terapevtske proteine na HPLC-MS sistemu. Ovrednotili bomo uspešnost cepitve proteina s 
tripsinom. Rezultate, dobljene z MAM, bomo primerjali s tistimi, pridobljenimi s klasičnimi 
metodami. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Domnevamo, da je MAM ekvivalentna in lahko nadomesti klasične metode, ki temeljijo na 
relativni kvantifikaciji UV oz. FLD signala.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Biološka zdravila opredeljuje več podobnih definicij. Zakon o zdravilih (2014) jih definira kot 
učinkovine, ki »vsebujejo biološko snov ali snov, pridobljeno s postopkom, ki vključuje 
biološke sisteme. Biološka snov je tista, ki je pridobljena iz ali z uporabo biološkega vira in ki 
za določitev kakovosti potrebuje kombinacijo fizikalno-kemijskega in biološkega preskušanja, 
skupaj s postopkom proizvodnje in nadzorom nad njim. To so na primer zdravila, proizvedena 
z biološkim ali biotehnološkim postopkom, vključno s celičnimi kulturami in podobno«.  
Biološka zdravila lahko v grobem razdelimo na tradicionalna, pridobljena z izolacijo iz rastlin, 
živali in človeške krvi ter s klasično biotehnologijo, in na sodobna, pridobljena s pomočjo 
rekombinantne deoksiribonukleinske kisline (DNK), moderne celične biologije in kemijske 
sinteze na trdnih nosilcih (Dragoš in sod., 2013). 
Zaradi zahtev po izboljšavi farmakokinetičnih in farmakodinamskih lastnosti bioloških zdravil 
in zaradi potencialne imunogenosti se nadalje razvijajo novi pristopi za načrtovanje in 
proizvodnjo človeku prijaznejših oblik bioloških zdravil, med katerimi se najhitreje razvijajo 
popolnoma humana rekombinantna monoklonska protitelesa (mAbs), ki kažejo najnižjo stopnjo 
imunogenosti. Od leta 2007 se na tržišču pojavljajo podobna biološka zdravila, ki predstavljajo 
alternativo inovativnim biološkim zdravilom in tako vplivajo na zniževanje cen sodobnih 
zdravil biološkega izvora (Štrukelj in sod., 2015). 
2.2 PODOBNA BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Biološka zdravila, ki se tržijo po izteku patenta inovativnega biološkega zdravila, so, za razliko 
od kemično sintetiziranih zdravil, namensko izdelana s pomočjo živih celic. Zato se vsa biološka 
zdravila v določeni meri razlikujejo med seboj. Že minimalna sprememba v biosintezi lahko 
vodi do strukturnih razlik. Zato je Evropska agencija za zdravila (EMA) uvedla izraz »biološko 
podobna zdravila«, ki jim pravimo tudi »podobna biološka zdravila« ali na kratko biosimilarji 
(Štrukelj in sod., 2015). Po definiciji je podobno biološko zdravilo primerljivo biološkemu 
referenčnemu zdravilu z dovoljenjem za promet. »Učinkovina v podobnem biološkem zdravilu 
je podobna učinkovini v referenčnem biološkem zdravilu. Podobnost referenčnemu zdravilu 
mora biti dokazana z vidika kakovosti, biološke aktivnosti, varnosti in učinkovitosti na podlagi 
primerjalnih raziskav. Odmerjanje in pot dajanja morata biti enaka kot pri referenčnem 
biološkem zdravilu. Vsako odstopanje glede oblikovanja zdravila ali njegovih pomožnih snovi 
mora biti ustrezno utemeljeno in podprto z dodatnimi raziskavami« (Zakon o zdravilih, 2014). 
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Podobna biološka zdravila so v primerjavi z inovacijskimi izdelki enako kakovostna, ampak 
cenovno ugodnejša in tako dostopna več ljudem. To po eni strani predstavlja grožnjo 
inovacijskim podjetjem, po drugi pa naraščajoča konkurenca povzroča ustvarjalni pritisk, ki 
privede do novega razvoja (Jagschies, 2018).  
2.3 REKOMBINANTNE BIOLOŠKE UČINKOVINE 
Razvoj molekularne genetike in kemije nukleinskih kislin je omogočil prepoznavanje, 
spreminjanje in prenašanje genov, ki kodirajo naravne biološko aktivne proteine iz enega 
organizma v drugega, da bi dobili visoko učinkovito sintezo njihovih produktov. To je privedlo 
do proizvodnje nove generacije bioloških zdravil, pridobljenih s tehnologijo rekombinantne 
DNK, in sicer z uporabo različnih ekspresijskih sistemov. Tehnologija rekombinantne DNK se 
uporablja tudi za proizvodnjo biološko aktivnih proteinov, ki v naravi ne obstajajo, na primer 
himerna ali humanizirana mAbs, bispecifična protitelesa, različne manjše aktivne podenote 
protiteles ali druga inženirska biološka zdravila, kot so fuzijski proteini (WHO, 2013). 
Znano je, da so biološki sistemi za proizvodnjo bioloških makromolekul sami po sebi 
spremenljivi. Zato še vedno ni mogoče v celoti napovedati bioloških lastnosti in učinkovitosti 
teh makromolekul samo na podlagi njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti. Majhna sprememba 
v biosintezi ima lahko pomembne posledice za varnost in učinkovitost nastalega izdelka. Zato 
je predpogoj za uvedbo takšnih bioloških snovi v rutinsko klinično uporabo zagotovitev 
doslednosti kakovosti od serije  do serije. V ta namen se je vložilo veliko truda v razvoj robustnih 
proizvodnih procesov in njihove karakterizacije, vključno z ustreznim nadzorom med 
postopkom. Razumevanje in doslednost postopka sta ključnega pomena, saj lahko rahle 
spremembe občasno privedejo do večjih škodljivih učinkov, kot je imunogenost, z možnimi 
resnimi posledicami za varnost in zdravje (WHO, 2013). 
EMA in Zvezni urad za hrano in zdravila sta pripravila smernice in točke, ki jih je treba 
upoštevati pri razvoju bioloških zdravil, ki so bila pridobljena s tehnologijo rekombinantne 
DNK. Te smernice temeljijo na dolgoletnih izkušnjah s tradicionalnimi biološkimi snovmi in 
postavljajo prizorišče za regulativna pričakovanja tako za klinične študije kot za izdajo 
dovoljenj za sproščanje. Svetovna zdravstvena organizacija je na globalni ravni pripravila 
regulativne smernice za kakovost, varnost in učinkovitost rekombinantnih učinkovin, ki imajo 
pomembno vlogo v današnji medicinski praksi (WHO, 2013). 
2.4 PROTITELESA 
Protitelesa (Ab), imenovana tudi imunoglobulini, so pomemben sestavni del imunskega sistema 
sesalcev, proizvajajo jih t. i. plazemske celice ali skrajšano plazmatke (aktivirani limfociti B). 
4 
Rukavina A. Razvoj metode peptidnega kartiranja za uporabo v biofarmacevtiki. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Nahajajo se v krvi, v tkivnih tekočinah ter v izločkih. So globulirani glikoproteini velikosti okoli 
150 kDa, ki so sposobni vezati različne tujke oz. antigene (Ag) ter s pomočjo različnih 
mehanizmov preprečiti njihovo škodljivo delovanje (Nezlin, 1998). 
2.4.1 Zgradba protiteles 
Poznamo pet razredov imunoglobulinov: IgA, IgD, IgE, IgG in IgM. Med seboj se razlikujejo 
po molekulski zgradbi, antigenskih lastnostih in fizioloških učinkih, ki sledijo vezavi Ag z Ab. 
Osnovna enota, ki jo predstavlja razred IgG, je prikazana na sliki 1. Sestavljajo ga dve daljši 
(težki) polipeptidni verigi (Hc) in dve krajši (lahki) verigi (Lc). Obe Hc in obe Lc sta identični 
in povezani z disulfidnimi vezmi. Povezovalna regija, ki ji pravimo tudi hinge regija, je lahko 
fleksibilna ali toga, loči konstantno regijo (Fc) od dveh regij za vezavo Ag (Fab). Hc vsebujejo 
tri konstantne (CH1, CH2, CH3) in eno variabilno (VH) domeno. Konstantni domeni CH2 in 
CH3, ki tvorita Fc regijo, sta pomembni za fiziološke učinke, ki jih imunoglobulin po vezavi na 
Ag povzroči v organizmu (Spearman in sod., 2011). Mesto na molekuli imunoglobulina, kamor 
se veže Ag, imenujemo paratop. Nahaja se na variabilnem delu (Fv) Fab regij. Na vezavo 
epitopa na paratop najbolj vplivajo tri hiprevariabilne regije, imenovane CDR, ki določajo 
specifičnost Ab za vezavo na Ag. Le-te imajo največjo idiotipsko variabilnost med Ab, ki je 
osnova imunskega odziva (Polonelli in sod, 2008). 
 
Slika 1: Osnovna zgradba IgG1 humanega protitelesa; rumeno in rdeče obarvani deli ponazarjajo CDR regije v 
variabilnem delu, v konstantnem delu pa sta z rdečo barvo obarvana N-glikana (Almagro in sod., 2018) 
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2.4.2 Mehanizem delovanja protiteles  
Mehanizmi uničevanja infektivnih celic so si po vezavi Ab nanje večinoma podobni. 
Vključujejo nevtralizacijo infektivnosti, fagocitozo ter citotoksično delovanje na tarčno celico, 
posredovano bodisi z Ab (aktivnost ADCC) ali s komplementom (aktivnost CDC) (Slika 2) 
(Forthal, 2014). 
Pri reakciji CDC vezava imunoglobulinov (IgG in IgM) na tarčne celice aktivira komplementni 
sistem. Aktivirani proteini komplementa (C1q) naredijo na celični membrani proteinski 
kompleks MAC, ki poškoduje membrano in povzroči celično lizo. Obenem napadene celice 
postanejo občutljive za fagocitozo, kar dodatno prispeva k njihovemu uničenju (Ihan, 2011). 
Poleg tega so pri reakciji ADCC, tj. celični posredovani citotoksičnosti, ki je odvisna od Ab, 
številne vrste efektorskih celic (monociti, nevtrofilci, eozinofilci, naravne celice ubijalke) 
zmožne, ne glede na aktivacijo komplementa, uničevati celice, na katere so specifično vezana 
Ab (Ihan, 2011). 
 
Slika 2: Aktivnost ADCC in CDC efektorske funkcije protiteles (Immuneed, 2020) 
2.4.3 Monoklonska protitelesa 
Poliklonski imunski odziv zagotavlja uspešen odgovor organizma na vdor tujkov, vendar pa so 
za uporabo v diagnostične namene primernejša mAbs, pridobljena iz enega samega klona B 
limfocitov (Obermajer in sod., 2007) ali s pomočjo rekombinantne tehnologije iz določene 
celične linije (Nissim in Chernajovsky, 2008). 
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Monoklonska protitelesa so monospecifična in monoafinitetna Ab, usmerjena torej proti enemu 
Ag in enemu epitopu. Köhler in Milstein sta leta 1975 razvila metodo za pridobivanje mAbs s 
pomočjo hibridomske tehnologije (slika 3), s katero je mogoče pridobiti specifična Ab v velikih 
količinah. To je klasični pristop pridobivanja mAbs, ki temelji na zlitju (fuziji) plazemske celice, 
ki proizvaja Ab, in mielomske celice ter selekcije zlitih celic, ki izločajo Ab želene specifičnosti. 
Take, z zlitjem pripravljene nesmrtne linije celic, imenujemo hibridomi (Vozelj, 2000). 
 
Slika 3: Pridobivanje mAbs s hibridomsko tehnologijo, pri kateri uporabljamo gojišče HAT (H = hipoksantin, A = 
aminopterin, T = timidin), v katerem preživijo samo hibridne celice (Saeed in sod., 2017) 
Prva generacija mAbs, pripravljena s hibridomsko tehnologijo, je bila murinska (mišja) in pri 
testiranjih so se pokazale nekatere pomanjkljivosti. Veliko težavo je predstavljala imunogenost, 
ki se je izražala z različnimi alergijskimi reakcijami. Pri vnosu mišjih mAbs v človeka so ta 
delovala kot Ag in se je organizem odzval s tvorbo humanih Ab nanje (Tjandra in sod., 1990). 
Z uporabo rekombinantne tehnologije so posamezne dele mišje imunoglobulinske molekule 
zamenjali z ustreznimi deli humanega Ab. Kronološki razvoj je potekal od priprave t. i. himernih 
mAbs, pri katerih delež mišje aminokislinske (AK) sestave znaša okoli 30 %, sledila so 
humanizirana mAbs, pri katerih delež mišje AK sestave znaša manj kot 10 %, in nazadnje 
humana mAbs, pri katerih AK sestava v celoti ustreza človeškemu proteinu (slika 4). Dandanes 
so v klinični uporabi večinoma humanizirana ali humana mAbs, ki kažejo večjo razpolovno 
dobo, manj imunogenosti in povečano efektorsko delovanje (Marc, 2017). 
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Tehnologija rekombinantne DNK je omogočila pripravo bistveno homogenejših in čistejših 
pripravkov kot prej uporabljene metode izolacije iz različnih človeških ali živalskih tkiv. Hkrati 
je še vedno edina tehnologija, ki lahko zagotavlja potrebne količine tovrstnih učinkovin (Marc, 
2017). Sesalske celične linije so postale prevladujoč ekspresijski sistem za proizvodnjo 
rekombinantnih mAbs (Wurm, 2004). Zaradi dolgoletne uporabe in zgodovine regulatornih 
odobritev ter ustreznih PTM se za proizvodnjo rekombinantnih terapevtskih proteinov 
najpogosteje uporabljajo celične linije ovarijskih celic kitajskega hrčka (CHO), pri katerih je 
tehnologija transfenkcije, amplifikacije in selekcije klona dobro vpeljana in okarakterizirana 
(Kunert in Reinhart, 2016). 
 
Slika 4: Primerjava mišjih, himernih, humaniziranih in humanih mAbs (Santos in sod., 2018) 
2.5 CELIČNE LINIJE ZA PRODUKCIJO REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
Celične linije, primerne za stabilno proizvodnjo rekombinantnih proteinov, morajo biti zmožne 
povečati obseg produkcije na komercialni nivo. Zlasti mora biti celična linija prilagojena 
pogojem rasti brez seruma in suspenzije, imeti visoko zmožnost sekrecije ter visoko stopnjo 
rasti. Prav tako mora imeti učinkovito presnovo brez prekomernega izločanja stranskih 
produktov ter optimalno glikozilacijo terapevtskih imunoglobulinov. Zaželeno je tudi, da je čez 
čas celična linija stabilna glede na kakovost proizvodnje in produktivnost ter da je časovni 
razpon med gensko transfekcijo in proizvodno celično linijo čim krajši (Castan in sod., 2018).   
Sesalske celične linije so glede na glikozilacijo in druge PTM primarni proizvodni sistemi 
rekombinantnih terapevtskih proteinov. Običajni sesalski proizvodni sistemi vključujejo celične 
linije celic CHO, mišje mielomske celice, ledvične celice človeškega zarodka ter celične linije 
celic človeške mrežnice (Spearman in sod., 2011).  
Monoklonska protitelesa, odobrena za humano terapijo, so pridobljena le iz mišjih mielomskih 
celic ali celic CHO (Kunert in Reinhart, 2016). Nekatera mišja mAbs so pri ljudeh privedla do 
imunskega odziva zaradi sialiliranih N-glikanov z N-glikolilneuramično kislino. Glikoproteini 
8 
Rukavina A. Razvoj metode peptidnega kartiranja za uporabo v biofarmacevtiki. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
celic CHO pa imajo v glavnem ugodnejšo sialilacijo z N-acetilneuramično kislino, ki pri ljudeh 
ne povzroča imunskega odziva (Spearman in sod., 2011). 
Zaradi varnosti in razmeroma lahke manipulacije so celične linije celic CHO že več kot tri 
desetletja prva izbira za produkcijo terapevtskih proteinov. Dolgoletne izkušnje v razvoju 
procesa imajo za posledico zgodovino regulatornih odobritev (Castan in sod., 2018). 
2.5.1 Razvoj celičnih linij CHO 
Uporaba celic CHO, ki so pridobljene z biopsijo ovarija kitajskega hrčka, se je začela leta 1919. 
Uporabljali so jih namesto miši za tipizacijo pnevmokokov. Po drugi svetovni vojni so v 
Združenih državah Amerike uvedli vzrejo kitajskih hrčkov v raziskovalnih laboratorijih. Tekom 
let so raziskovalci spoznali fiziološke lastnosti, metabolizem ter način vzreje kitajskih hrčkov, 
kar je omogočilo razvoj dragocenega orodja za proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Od 
pedesetih let prejšnjega stoletja je celična linija celic CHO vodilna pri proizvodnji 
bioterapevtikov zaradi dobre poznanosti, robustnosti, varnosti, enostavnega vnosta tuje DNK, 
hitre rasti ter visokega titra kakovostnih rekombinantnih proteinov (Wurm in Hacker, 2011).  
2.5.1.1 Dizajniranje vektorja za produkcijo rekombinantne DNK 
Proces razvoja celične linije se začne s postopkom transfekcije oz. z vnosom plazmidne DNK, 
ki kodira tarčni gen, regulatorne elemente genov in izbrani marker v proizvodno celično linijo 
gostitelja. Plazmidni ekspresijski vektor za naključno integracijo je prikazan na sliki 5.  
 
Slika 5: Primer vektorja za izražanje mAb z naključno integracijo (Castan in sod., 2018) 
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Sestavljen je iz številnih elementov: kodirajoče regije za Hc in Lc, selekcijskega markerja, 
promotorjev, signalne sekvence (za vsako verigo posebej) ter mesta Ori za amplifikacijo 
vektorja v gostiteljskem organizmu (Castan in sod., 2018). Za doseganje maksimalnega titra 
mAbs v celicah CHO je obvezno uravnoteženo izražanje obeh verig. Zato se navadno uporablja 
en vektor, ki nosi dve ločeni ekspresijski kaseti za vsako verigo posebej, z vsemi zahtevanimi 
elementi (Ahmadi in sod., 2017). Pomemben je tudi tip vektorja, saj nimajo vsi vektorji enakega 
števila kopij. Za maksimalen donos ponavadi izberemo vektor z večjim številom kopij (Castan 
in sod., 2018). 
2.5.1.2 Transfekcija 
Transfekcija je proces vstavljanja nukleinskih kislin v celice s pomočjo brezvirusnih metod 
(Bonetta, 2005). Visoka učinkovitost transfekcije je temeljni del pri razvoju industrijske celične 
linije. Obstaja več načinov transfekcij, ki se med seboj razlikujejo po načinu delovanja. Način 
transfekcije izberemo glede na celično linijo. Sesalske celice se nahajajo v kompleksnih 
produkcijskih gojiščih, kar predstavlja izziv za dostavo plazmida. Zato se najpogosteje uporablja 
elektroporacija, ki še vedno predstavlja zlati standard za transfekcijo sesalskih celičnih linij 
(Castan in sod., 2018). Elektroporacija je metoda, pri kateri se zaradi prisotnosti električnega 
polja začasno poveča prepustnost celične membrane. Ob povečani prepustnosti lahko v celico 
vstopi plazmidna DNK, za katero je sicer celična membrana nepremagljiva ovira (Lebar in sod., 
1998). Ker lahko elektroporacija povzroči razpadanje dvojne verige, se med popravljanjem 
DNK olajša genska integracija vnesenega ekspresivnega vektorja. Razvojne strategije 
elektroporacijskih procesov so znatno povečale učinkovitost transfekcije celic CHO (Castan in 
sod., 2018).   
2.5.1.3 Selekcija mešane populacije celic 
Za pridobitev stabilne in visoko produktivne celične linije se izvede več krogov izbire, da se 
ustvarijo stabilne mešane populacije celic. Številne posamične klone iz takšnih množic 
transficiranih kultur se izolira in podvrže stabilnostnim testom. Cilj je pridobiti visoko 
produktivne in stabilne celične linije. Ta postopek je dobro uveljavljen, vendar zahteva 
dolgotrajen in obsežen pregled klonov (Lin in sod., 2019).  
Selekcija poteka na podlagi selekcijskih markerjev. Mutirane celice CHO, ki ne vsebujejo gena 
dhfr (CHO/dhfr-), se najpogosteje uporabljajo za proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Encim 
dihidrofolat reduktaza (DHFR) katalizira pretvorbo folne kisline v tetrahidrofolat, ki ima 
ključno vlogo pri biosintezi glicina (Gly), purinov in timidilne kisline. Pomanjkanje 
tetrahidrofolata oziroma nezmožnost omenjene pretvorbe vodi v neustrezno sintezo DNK ter 
posledično v smrt celice. Zato celice CHO/dhfr- potrebujejo za preživetje gojišče, ki vsebuje 
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Gly, vir purinov, npr. hipoksantin, ter timidin (GHT) (Lin in sod., 2019). Prva faza kultivacije 
CHO/dhfr- mutant poteka torej na GHT gojišču. Po transfekciji celic s funkcionalnim 
ekspresijskim vektorjem za DHFR se lahko v gojišču brez GHT selekcionirajo celice, ki so s 
transfekcijo pridobile funkcionalni gen za DHFR. V drugi fazi razvoja celičnih linij celice 
izpostavimo učinkovanju metotreksata (MTX), folatnemu derivatu, ki ireverzibilno inhibira 
aktivnost DHFR. To povzroči dodaten selekcijski pritisk, poleg tega pa spodbudi pomnoževanje 
gena dhfr ter hkrati z njim pomnoževanje transgena za rekombinantni protein. Preživele celice 
vsebujejo integrirano ekspresijsko kaseto z zapisom za DHFR in rekombinantni protein 
(Camire, 2000). Večkratno izpostavljanje celic s postopnim zviševanjem koncentracije MTX 
pogosto vodi do izolacije celic, ki vsebujejo močno povečano število kopij heterolognih genov 
(Voronina in sod., 2016). 
Novejša strategija razvoja stabilnih celičnih linij za produkcijo rekombinantnih terapevtskih 
proteinov uporablja sistem glutamin sintetazo (GS) z inhibitorjem metionin sulfoksaminom 
(MSX), ki deluje po podobnem principu kot DHFR/MTX (Lai in sod., 2013). Encim GS 
katalizira sintezo glutamina (Gln) iz glutaminske kisline (Glu) in amonijaka, ki ga celice rabijo 
za rast in celično delitev. MSX se veže na GS ter inhibira sintezo Gln, kar povzroči selekcijski 
pritisk ter izolacijo celic, ki imajo amplificirano gensko kaseto (Camire, 2000). 
Rezultat selekcije je mešana populacija celic, ki vsebuje celice z različnimi integracijskimi mesti 
in številom kopij transgena ter tudi različnimi produktivnostmi (Jostock, 2011). 
2.5.1.4 Kloniranje  
Postopek kloniranja temelji na izolaciji posameznih celic oz. klonov iz generirane mešane 
populacije celic z namenom pridobivanja homogene celične populacije. Heterogena (mešana) 
populacija celic ni primerna za biofarmacevtsko proizvodnjo terapevtskih proteinov, saj se 
različni celični kloni med sabo razlikujejo glede na starost, produktivnost, stopnjo rasti, 
stabilnost, robustnost, kakovost produkta, metabolični profil itd., kar ne izpolnjuje zahteve za 
komercialno proizvodnjo mAbs tako z ekonomskega kot regulatornega vidika (Castan in sod., 
2018).  
Cilj je izolirati posamezne celice oz. klone z najvišjo produktivnostjo, dobrimi rastnimi 
lastnostmi in tudi najboljšo kakovostjo produkta. Kloniranje se navadno izvede s postopnim 
redčenjem kulture do posameznih celic v mikrotitrskih ploščicah, z uporabo pretočne citometrije 
s sortiranjem (Lai in sod., 2013). 
Neodvisno od tehnologije kloniranja se glede na titer navadno ovrednoti veliko število klonov 
(vsaj 100 in več), iz katerih se izbere do 30 kandidatov, ki predstavljajo ožji izbor za končno 
rekombinantno produkcijsko celično linijo. Izbrane klone se ovrednoti glede na njihove rastne 
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lastnosti, stabilnost produkcije, ustreznost razvoja v bioreaktorjih in oceno kakovosti produkta 
(Jayapal in sod., 2007). 
Končni klon se shrani v obliki osnovne produkcijske banke, iz katere se v namen dolgotrajne 
zaloge lahko pripravi večje število delovnih celičnih bank (Castan in sod., 2018). Končna 
produkcijska celična linija, shranjena v obliki celičnih bank v pogojih dobre proizvodne prakse 
(GMP), se nato uporabi za pripravo materiala za klinične študije. Če so te uspešne, pa tudi za 
nadaljnjo proizvodnjo produkta (Jayapal in sod., 2007). Na spodnji sliki 6 je shematično 
prikazan tipičen razvoj celičnih linij CHO za rekombinantno proizvodnjo mAbs. 
 
Slika 6: Shema procesa razvoja rekombinantnih celičnih linij CHO (Noh in sod., 2018) 
2.6 POSTTRANSLACIJSKE MODIFIKACIJE PROTEINOV 
Med procesom biosinteze terapevtskih mAbs v celicah CHO (in tudi kasneje) prihaja do PTM. 
To so kovalentne kemijske modifikacije proteinov, do katerih pride po translaciji, torej po tem, 
ko se zaporedja tripletov nukleotidov informacijske ribonukleinske kisline že prevedejo v 
zaporedje AK sintetiziranega proteina. Encimske spremembe se začnejo s cepitvijo signalnega 
zaporedja in sledijo poti zorenja proteinov v endoplazmatskem retikulumu (ER) in Golgijevem 
aparatu (GA). Vplivajo na heterogenost rekombinantnega proteina in posledično na kvaliteto 
končnega produkta (Kunert in Reinhart, 2016). Nekatere PTM so, poleg pravilnega zvijanja, 
nujno potrebne za ustrezno biološko aktivnost, stabilnost, farmakokinetične in 
farmakodinamične lastnosti produkta ter razpolovni čas v človeku (Jayapal in sod., 2007). Cilj 
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terapevtske proizvodnje proteinov je približati heterogenost le-teh čim bližje situaciji in vivo 
(Kunert in Reinhart, 2016). Ker bomo v nadaljevanju velikokrat omenjali modifikacije na 
določenih AK ostankih, smo okrajšave imen teh AK predstavili v preglednici 1. V naslednjih 
podpoglavjih bomo našteli PTM, ki se v razvoju in proizvodnji bioloških zdravil spremljajo s 
pomočjo številnih analiznih metod.  
Preglednica 1: Poimenovanje in okrajšave znanih AK (Merck, 2020) 
Ime AK Tričrkovni zapis Enočrkovni zapis 
Glicin Gly G 
Alanin Ala A 
Valin Val V 
Levcin Leu L 
Izolevcin Ile I 
Metionin Met M 
Fenilalanin Phe * F 
Prolin Pro P 
Serin Ser S 
Treonin Thr T 
Cistein Cys C 
Asparagin Asn N 
Glutamin Gln Q 
Tirozin Tyr * Y 
Triptofan Trp * W 
Asparaginska kislina (aspartat)  Asp (-) D 
Glutaminska kislina (glutamat) Glu (-) E 
Histidin His (+) H 
Lizin Lys (+) K 
Arginin Arg (+) R 
* Aromatske AK / (+) in (-) označujejo naboj AK pri fiziološkem pH 
2.6.1 Glikozilacija 
Glikozilacija je ena izmed najpomembnejših in zato tudi bolj proučevanih oblik PTM, ki jo je 
možno najti v skoraj vseh živih organizmih, od bakterij do evkariontov (Aebi in sod., 2010). 
Gre za encimsko katalizirano reakcijo kovalentnega dodajanja molekule sladkorja na specifične 
AK proteina, pri čemer nastane glikoprotein (Voolstra in Huber, 2014). Pri rekombinantnih 
proteinih je glikozilacija ključna za terapevtsko učinkovitost in varnost, saj ima pomemben vpliv 
na efektorske funkcije terapevtskih proteinov (ADCC in CDC), na njihovo razpolovno dobo, 
imunogenost ter farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti (Batra in Rathore, 2016). 
Poleg tega vpliva na topnost, stabilnost ter pravilno zvijanje glikoproteinov. Tudi najmanjše 
razlike v glikozilacijskih vzorcih lahko negativno vplivajo na biološko aktivnost terapevtskih 
mAbs (Clerc in sod., 2016). 
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Poznamo različne tipe glikozilacije glede na atom AK, ki se veže na verigo ogljikovega hidrata. 
Oligosaharid se na protein lahko veže preko hidroksilne skupine serina (Ser) ali treonina (Thr) 
(O-glikozilacija), aminske skupine asparagina (Asn) (N-glikozilacija) (Voolstra in Huber, 
2014), indolskega obroča triptofana (Trp) (C-glikozilacija), fosfodiesterske vezi Ser 
(fosfoglikozilacija) ali pa lahko glikansko jedro povezuje protein s fosfolipidom na celični 
membrani (glipitacija) (Thermo Fisher, 2020). 
2.6.1.1 N-vezana glikozilacija 
N-vezana glikozilacija je napogostejši tip glikozilacije, saj je kar 90 % vseh glikoproteinov N-
vezanih (Thermo Fisher, 2020). Na Asn se oligosaharid lahko pripne le, če je ta del značilnega 
zaporedja Asn–X–Ser/Thr in kjer je X različen prolinu (Pro) (Voolstra in Huber, 2014). Pri 
evkariontih se začne biosinteza v ER in se nadaljuje v GA. V membrani ER se nahaja lipidna 
molekula dolihol fosfat (Dol-P), ki predstavlja prekurzor za oligosaharid. Na fosfatno skupino 
dolihola se na citosolni strani membrane najprej vežeta dve aktivirani molekuli uridin difosfat–
N-acetilglukozamina, nato pa še 5 aktiviranih gvanozin difosfat manoz. Reakcija vezave med 
ostalimi poteka s pomočjo glikoziltransferaz, ki katalizirajo prenos monosaharida s sladkornega 
nukleotida na Dol-P (Lowe in Varki, 1999). Encim flipaza nato prestavi celotno strukturo v 
lumen ER, na katero se nadalje pripnejo še štiri manoze (Man) in tri glukoze (Glc). Končni 
produkt predstavlja oligosaharid, ki je vezan na dolihol in je sestavljen iz 14 sladkornih enot, 
Glc3Man9(GlcNAc)2 (slika 7).  
 
Slika 7: Prekurzor N-vezanih glikanov (Glc3Man9(GlcNAc)2) (Thermo Fisher, 2020) 
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Prenos Glc3Man9(GlcNAc)2 z dolihola na ustrezen Asn sintetizirajoče verige proteina opravi 
oligosaharil-tranferaza. Medtem pa glikozidaze odstranijo tri Glc in en Man ostanek, kar 
predstavlja signal, da se protein prenese v GA. Tam poteka odstranjevanje sladkornih ostankov 
in pripenjanje novih, najpogosteje N-acetilglukozamina (GlcNAc), galaktoze, fukoze in sialične 
kisline. Za vse končne oblike N-vezanih oligosaharidov pa je značilno enako pentasaharidno 
jedro, Man3(GlcNAc)2. N-glikozilacija omogoča pravilno zvijanje proteinov v ER in poveča 
njihovo stabilizacijo (Reily in sod., 2019).  
Glikani so v svoji naravi navadno zelo veliki, do nekaj tisoč Da, in zelo raznoliki (slika 8), kar 
dodatno vpliva na heterogenost mAbs. Najlažje in najhitreje jih detektiramo z merjenjem mase 
intaktnega proteina ali samo Hc oz. Fc domene, vendar ne pridobimo dovolj strukturnih 
informacij (Li in sod., 2015). Največkrat se za strukturno karakteritacijo glikanov uporabljata 
dve metodi, in sicer: glikansko mapiranje (Gmap), ki temelji na kromatografiji s hidrofilnimi 
interakcijami (HILIC), in Pepmap metoda, ki temelji na MS (Li in sod., 2015; Agilent 
Technologies, 2018). 
 
Slika 8: Pogosti N-glikani humanih mAbs analizirani s pomočjo LC-MS; za vse končne oblike N-vezanih 
oligosaharidov pa je značilno enako pentasaharidno jedro, Man3(GlcNAc)2 (Povzeto po Maier in sod., 2016) 
2.6.1.2 O-vezana glikozilacija 
O-vezana glikozilacija poteka v GA po N-glikozilaciji in zvijanju proteinov. Monosaharidne 
enote, ki sestavljajo razvejan oligosaharid, so lahko povezane bodisi z α- ali β-glikozidnimi 
vezmi v različnih položajih (1➔3, 1➔6 ali 2➔3), kar povzroča izjemno raznolik repertoar 
glikanov (Goh in Ng, 2018). O-glikani, ki se najpogosteje vežejo preko hidroksilne skupine Ser 
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oz. Thr, so GlcNAc in N-acetilgalaktozamin (GalNAc) (Reily in sod., 2019). Ta tip glikozilacije 
običajno najdemo v hinge regiji humanih Ab IgA1 ter na VL domeni Ab IgG2. Glikozilacija v 
variabilnih regijah dodatno vpliva na razlike v naboju Ab (Khawli in sod., 2010).  
2.6.2 C-terminalni lizin 
Vsi naravni humani IgG ter nekatera terapevtska mAbs vsebujejo lizin (Lys) na C-terminalnem 
delu Hc. AK ostanek Lys je običajno odstranjen s pomočjo celičnih encimov, ki jih imenujemo 
karboksipeptidaze. Velikokrat je odstranitev nepopolna, kar ima za posledico dve t. i. lizinski 
različici, z Lys na eni ali na obeh Hc. V nekaterih mAbs lahko glavna populacija še vedno 
vsebuje Lys na obeh Hc zaradi nižje ravni karboksipeptidaz v proizvodni celični liniji (Khawli 
in sod., 2010). Ta tip modifikacije je odvisen tudi od celične linije in proizvodnega procesa 
mAbs (Dick in sod., 2008). Vsebnost C-terminalnega Lys vpliva na razlike v naboju, kar naredi 
analitsko karakterizacijo še kompleksnejšo. Različne analitske tehnike se lahko uporabljajo za 
detekcijo te PTM; ionsko-izmenjevalna kromatografija (IEX), izoelektrično fokusiranje (IEF) 
in kapilarno izoelektrično fokusiranje ter tehnike, ki temeljijo na MS, pri čemer spremljamo 
razliko v masi za 128 Da (Li in sod., 2015). Prisotnost C-terminalnega Lys ne vpliva na funkcije 
terapevtskih proteinov (Li insod., 2015), vendar je pomembno nadzorovati lizinske različice 
mAbs zaradi zagotavljanja skladnosti proizvodnega procesa (Khawli in sod., 2010).  
2.6.3 Ciklizacija N-terminalnega glutamina ali glutaminske kisline 
N-terminalni Gln in Glu se lahko po translaciji ciklizirajo in tvorijo piroglutamat (pE) (slika 9), 
bodisi spontano (brez prisotnosti encima) bodisi s pomočjo encimsko katalizirane reakcije (Li 
in sod., 2015). Pri ciklizaciji N-terminalnega Gln amin preide v amid, kar privede do spremembe 
naboja proteina, nastanejo kisle različice mAbs. Rezultat reakcije je izguba amonijaka (-17 Da), 
kar ima za posledico povečano hidrofobnost mAb (Vlasak in Ionescu, 2008). Prisotnost te 
modifikacije je ponavadi nad 95 %. Do spontane ciklizacije N-terminalnega Gln v pE pride v 
bioreaktorjih zaradi višjih temperatur in prisotnosti natrijevega fosfata ter amonijevega 
karbonata v gojiščih (Li in sod., 2015). 
Ciklizacija Glu poteka prek karboksilne skupine stranske verige in N-terminalnega amina, 
nastane nevtralen amid in se sprosti voda (-18 Da). Poveča se hidrofobnost, medtem ko naboj 
molekule ostane nespremenjen. Do ciklizacije Glu v pE pride in vitro, vendar pri fizioloških 
pogojih in temperaturi podobni kot pri in vivo pogojih. Ta PTM je odvisna od temperature, pH-
ja ter strukture mAb (Li n sod., 2015). 
Do zdaj ni bilo dokazano, da bi nastanek pE vplival na spremembo afinitete vezave ali varnosti 
mAbs, vendar spremljanje pE pomaga pri oceni skladnosti proizvodnje (Vlasak in Ionescu, 
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2008). Za identifikacijo modificiranih različic se navadno uporablja kationsko izmenjevalna 
kromatografija ali tehnike, ki temeljijo na MS (Li in sod., 2015). 
 
Slika 9: Tvorba N- terminalnega piroglutamata (Vlasak in Ionescu, 2008) 
2.6.4 Glikacija 
Sladkorji, prisotni v gojiščih ali v formulacijah, lahko reagirajo z mAbs in tvorijo kovalentne 
adukte. Takšne reakcije lahko spremenijo površinski naboj terapevtskih proteinov. Glikacija je, 
za razliko od glikozilacije, rezultat kovalentne vezave molekule sladkorja na protein v 
odsotnosti encimov. Nastane z Maillardovo reakcijo med karbonilno skupino reducirajočega 
sladkorja, kot sta Glc ali laktoza, in aminskim ostankom Lys ali primarnim aminom na N-
terminusu mAb (Vlasak in Ionescu, 2008). 
Načeloma bi glikacija določenega ostanka Lys na mestu vezave Ag na mAb lahko znatno 
zmanjšala afiniteto vezave. Pričakuje se, da bo delež proteinov, glikiranih v danem ostanku Lys, 
majhen zaradi porazdelitve glikacijskih dogodkov med številnimi ostanki Lys in zaradi splošne 
nizke ravni glikacije, ki jo najdemo v mAbs. Posledično ni pričakovati, da bi glikacija lahko 
škodljivo vplivala na njihovo delovanje (Vlasak in Ionescu, 2008).  
Glikacijo ponavadi identificiramo z različnimi elektroforetskimi tehnikami, s pomočjo IEX ali 
z uporabo tehnik, ki temeljijo na MS. Rezultat MS-analize intaktnega proteina, ki vsebuje 
značilen glikacijski produkt, je razlika v masi za +162 Da. Ista razlika v masi je lahko posledica 
prisotnosti drugih N-glikanov (npr. FA1G2 ima za +162 Da večjo maso od FA1G1), zato se 
med pripravo intaktnega mAb za analizo le-ta inkubira s N-glikozidazo. Z MS-analizo 
intaktnega proteina pa ne moremo določiti pozicije glikacij v AK sekvenci, zato se v ta namen 
uporablja Pepmap metoda (Li in sod., 2015). 
2.6.5 Oksidacija 
Oksidacija proteinov je definirana kot kovalentna modifikacija proteina, ki jo povzročajo 
neposredne reakcije z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi ali posredne reakcije s sekundarnimi 
stranskimi produkti oksidativnega stresa (Zhang in sod., 2013). Je pogosta pot razgradnje 
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proteinov in peptidov. Oksidacija terapevtskih proteinov povzroča heterogenost končnega 
produkta in do nje lahko pride pri proizvodnji, čiščenju, formulacijah in skladiščenju (Pavon in 
sod., 2019). 
AK metionin (Met) in cistein (Cys) (zaradi vsebujočega žvepla) ter histidin (His), Tyr in Trp 
(zaradi aromatskega obroča) so najbolj dovzetne za oksidacijo (Slika 10). Pri analitiki 
terapevtskih mAbs veliko pozornost posvečajo Met in Trp, saj se te AK pogosto nahajajo v CDR 
regijah in Fc-vezavni domeni mAbs. Če do oksidacije pride na ''kritičnih'' mestih, npr. v CDR 
regijah, ima ta lahko negativne posledice na afiniteto in specifičnost vezave Ag. V primeru, da 
se oksidacija nahaja v Fc regiji, je možen negativen vpliv na vezavo Fc receptorjev (Pavon in 
sod., 2019).  
Stopnja oksidacije določenega AK ostanka je odvisna od številnih parametrov, kot so: vir 
oksidativnega stresa, okoljski parametri (temperatura, pH ...), sosednje AK v sekvenci itd. 
Oksidacija ima lahko negativen vpliv na fizikalne in biološke funkcije mAbs oz. na njihovo 
aktivnost in stabilnost. Lahko vpliva tudi na višjo stopnjo agregacije in deamidacije ter na 
konformacijske spremembe (Li in sod., 2015).  
Identifikacija oksidacije poteka s pomočjo Pepmap metode, saj se oksidirani peptidi enostavno 
identificirajo z uporabo tehnik, ki temeljijo na MS; prisotnost enega kisikovega atoma na 
stranski verigi Met (Met sulfoksid) bo rezultirala v večji masi modificiranega peptida za +16 
Da. V ekstremnih pogojih lahko pride do nastanka Met sulfona, pri čemer se dva kisikova atoma 
vežeta na stransko verigo Met (+32 Da). Pri tandemski MS (MS/MS) analizi pride do 
fragmentacije prekurzorskega iona modificiranega peptida – v primeru, da ta vsebuje Met 
sulfon, vidimo značilno razliko v masi (-64 Da) produktnih ionov zaradi izgube CH3SOH (Li in 
sod., 2015). 
 
Slika 10: Oksidacija metionina, kjer pri milejših pogojih (a) pride do reverzibilne pretvorbe tioetrne skupine v 
sulfoksid, pri ostrejših pogojih (b) pa nastane sulfon – ta del reakcije je ireverzibilen (Rakuša in Roškar, 2018) 
2.6.6 Deamidacija in izomerizacija 
Deamidacija je ena glavnih kemijskih pretvorb peptidov in proteinov, pri kateri stranska veriga 
Asn hidrolizira do asparaginske kisline (Asp). Lahko pa hidrolizira tudi Gln do Glu, vendar v 
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manjši meri. V obeh primerih pride do dodatnega negativnega naboja na makromolekuli. Do 
deamidacije lahko pride na vseh stopnjah razvoja terapevtskega proteina. Posledice te 
spremembe so lahko denaturacija, spremenjena funkcija in možna encimska deaktivacija 
proteinov ter tudi zmanjšana biološka aktivnost ter morebitna imunogenost proteina. 
Deamidacija poteka z neposredno hidrolizo (pH < 3) ali preko ciklične imidne oblike (pH > 5), 
kar je prikazano na sliki 11. Stopnja deamidacije proteina je zelo odvisna od primarne strukture 
in položaja Asn oz. Gln znotraj tridimenzionalne strukture proteina in od proizvodnih pogojev 
ter pogojev skladiščenja (Rakuša in Roškar, 2018).   
V nekaterih primerih nativen Asp ali tisti, ki je posledica modifikacije Asn, izomerizira v isoAsp 
preko cikličnega imidnega intermediata – sukcinimida (Asu) (slika 11). To štejemo kot ločeno 
PTM, ki tudi vpliva na heterogenost mAbs. Nekatera AK zaporedja, kot so Asp-Gly, Asp-Ser 
ter His-Asp, vplivajo na večjo dovzetnost Asp do izomerizacije. IsoAsp ima lahko, tako kot 
deamidacija, negativne posledice na učinkovitost terapevtskega proteina in na vezavo mAb na 
Ag (Li in sod., 2015). 
 
Slika 11: Deamidacija Asn prek sukcinimida do Asp in izomerizacija Asp v isoAsp (BU School of Medicine, 2020)  
Deamidacija in izomerizacija se kot CQA spremljata z različnimi analitskimi tehnikami; IEX in 
IEF  se uporabljata za detekcijo deamidiranih različic, medtem, ko se kromatografija, ki temelji 
na hidrofobnih interakcijah, uporablja za ločbo izomeriziranih različic intaktnega proteina. 
Poleg kromatografskih in elektroforetskih metod se za rutinske analize uporablja Pepmap 
metoda, saj lahko z eno analizo identificiramo in kvantificiramo deamidacijo ter izomerizirane 
različice, vključno z imidnim intermediatom (Li in sod., 2015). 
2.7 ANALITSKE TEHNIKE, KI TEMELJIJO NA MASNI SPEKTROMETRIJI 
MS je spektroskopska analitska tehnika za določanje elementarne sestave in kemijske strukture 
spojin s pomočjo separacije ionov analita v plinski fazi glede na razlike v njihovem razmerju 
med maso in nabojem. Pred približno 30 leti je ta tehnika doživela razcvet z razvojem sodobnih 
instrumentov in načina ionizacije z elektrorazprševanjem (ESI), kar je omogočilo sklopitev MS 
z različnimi kromatografskimi in elektroforetskimi tehnikami. Sklopitev HPLC z MS je imela 
revolucionarni vpliv na razvoj analitike proteinov, kot jo poznamo danes (Linne in sod., 2019). 
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2.7.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti sklopljena z masno spektrometrijo 
(HPLC-MS) 
HPLC-MS je integriran hibridni analitski sistem, ki je razširjen tako v analitiki majhnih molekul 
kot tudi proteinov (Makarov in Scigelova, 2010). Tekočinski kromatograf ima vlogo pri 
pripravi, ločbi in vnosu komponent vzorca v MS prek vmesnika. MS pa omogoča detekcijo 
ionov analita in s tem pridobivanje kvalitativnih kot kvantitativnih informacij o vzorcu. Uporaba 
masnega detektorja za detekcijo vrhov, ki so bili ločeni s pomočjo kromatografije, ponuja 
nekatere posebne prednosti. Najpomembnejše je, da lahko zagotavlja veliko strukturnih 
informacij o analitu. Te informacije so veliko bolj specifične od tistih, ki jih je mogoče dobiti z 
obstoječimi tehnikami optičnih detekcij (Zhou, 2005).  
2.7.1.1 Kromatografska ločba molekul na reverzni fazi 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je ena izmed najpogostejših separacijskih 
laboratorijskih kvantitativnih in kvalitativnih tehnik, ki omogoča hitro in natančno analizo 
vzorcev. Temelji na ločbi analitov vzorca glede na njihove kemijske in fizikalne lastnosti, ki 
temeljijo na porazdelitvi med mobilno in stacionarno fazo. Rahle razlike v hitrosti migracije pod 
vplivom mobilne faze zaradi selektivnega zadrževanja (retenzije) komponent na stacionarni fazi 
omogočajo ločbo komponent vzorca. Poleg tega na ločbo vplivajo tudi drugi parametri, kot so: 
vrsta in temperatura kolone, pretok mobilne faze, sestava mobilne faze itd. Pri uporabi 
detektorja z nizom diod (PDA) ali UV-Vis detektorja je pomembna tudi izbira optimalne 
detekcijske valovne dolžine (Labtim, 2020). 
Za ločbo analitov kompleksnih proteinskih in peptidnih vzorcev je najbolj uveljavljena HPLC 
na reverzni fazi (RP). Ločba peptidov na RP poteka navadno s pomočjo gradientne elucije (slika 
12).  
 
Slika 12: Shematski prikaz elucije vzorca s C18 hidrofobne stacionarne faze (RP) (GE Healthcare, 2006) 
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Pod visokim pritiskom polarna mobilna faza potuje s konstantnim pretokom vzdolž kolone in 
prenaša komponente raztopljenega vzorca, ki se adsorbirajo oz. desorbirajo z nepolarne 
stacionarne faze na svoji poti vzdolž kolone. Najhitreje se eluirajo manjši, bolj hidrofilni peptidi, 
kasneje pa večji, bolj hidrofobni peptidi. Glede na velikost peptidov, prisotnih v vzorcu, se 
izbere ustrezna RP kolona. Obstajajo različne RP kolone ‒ razlikujejo se po tipu ligandov, ki so 
pritrjeni na nosilec (matriks) iz silikagela (Vončina, 2006). C18 kolone se primarno uporabljajo 
za ločbo peptidov, manjših od 3000 Da, ki so rezultat proteolize (Carr, 2020). 
Danes imamo na razpolago veliko HPLC detektorjev, kot so: PDA, UV-Vis detektor, FLD, 
detektor na lomni količnik, detektor na električno prevodnost, voltametrijski in kulometrijski 
detektor (Vončina, 2006). Vsak detektor ima svojo nišo in ponuja vrsto aplikacij, ki temeljijo 
na njegovi občutljivosti, selektivnosti in specifičnosti (Zhou, 2005). Uspešen razvoj različnih 
vmesnikov je omogočil sklopitev HPLC sistema z različnimi masnimi detektorji, ki zagotavljajo 
visoko občutljivost, ločljivost in natančnost meritev (Kobis, 2020b). 
2.7.1.2 Detekcija in identifikacija molekul 
MS je glavna tehnika za strukturno analizo kompleksnih proteinskih zmesi. Glavni sestavni deli 
masnega spektrometra so ionski izvir, masni analizator in detektor. V ionskem izviru nastanejo 
ioni analitov v plinski fazi, ki se v masnem analizatorju ločijo glede na njihovo razmerje med 
maso in nabojem (m/z), nato pa detektorji pri posamezni m/z izmerijo ionski tok. Rezultat 
meritve je masni spekter s prikazom absolutne ali relativne intenzitete ionskega toka v 
odvisnosti od m/z (Križaj, 2008). 
Metod za ionizacijo bioloških molekul je več, vendar se najpogosteje uporablja ESI (slika 13).  
 
Slika 13: Shematski prikaz ESI pri atmosferskem tlaku (Prirejeno po Zhou, 2005) 
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Slednjo so razvili Fenn in sod. v osemdesetih letih prejšnjega stoletja in ima vlogo vmesnika pri 
HPLC-MS (Zhou, 2005). ESI je t. i. mehek (nedestruktiven) način ionizacije. Pri ESI se vzorec 
v ionski izvir dovaja v raztopini skozi kovinsko kapilaro, ki se nahaja na visokem, običajno 
pozitivnem električnem potencialu nekaj kV glede na vhod v masni analizator. Ob izhodu iz 
kapilare se raztopina vzorca zaradi elektrostatske disperzije razprši v zelo fine, pozitivno nabite 
kapljice. V ionskem izviru pri atmosferskem tlaku topilo odpareva, kapljice se manjšajo in 
nazadnje ostanejo le nesolvatirani, pozitivno nabiti ioni vzorca, ki se v visokem električnem 
polju pospešijo v smeri masnega analizatorja (Križaj, 2008). Za boljšo nebulizacijo in usmeritev 
ionov proti vhodu v MS dovajamo dušik (razpršilni plin) v okolico kapilare (Banerjee in 
Mazumdar, 2012). Za ta način ionizacije je značilno, da lahko dobimo ione z deset in več naboji 
(protoni) (Križaj, 2008). 
Masni analizator predstavlja centralni element masnega spektrometra. Glavni parametri, ki 
označujejo masne analizatorje, so njihova občutljivost (najmanjša množina vzorca, ki jo lahko 
ob določeni zanesljivosti še detektiramo), ločljivost (sposobnost ločbe dveh sosednjih vrhov) in 
območje delovanja (največja m/z vrednost, ki jo še lahko zanesljivo določimo) (Križaj, 2008). 
Poznamo različne masne analizatorje: magnetni sektorski analizator, analizator na čas preleta 
(TOF) ionov, kvadrupolni analizator, analizator z ionsko pastjo, ionsko ciklotronski resonančni 
analizator (FTICR) in najnovejši Orbitrap masni analizator (Medhe, 2018). Po principih 
določanja mase ionov, obliki in specifičnih parametrih se med seboj precej razlikujejo. Vsak 
ima svoje dobre in šibke plati. Analizatorje praviloma uporabljamo ločeno, lahko pa jih tudi 
združujemo (t. i. hibridi) in na tak način izkoristimo dobre plati vsakega izmed njih (Križaj, 
2008).  
V biofarmacevtiki se za identifikacijo in karakterizacijo bioloških makromolekul v glavnem 
uporabljajo masni spektrometri visoke ločljivosti (HRMS), kot so TOF-MS, FTICR-MS ali MS, 
zasnovani na Orbitrap tehnologiji. Orbitrap je HRMS, sestavljen iz dveh zunanjih elektrod in 
centralne elektrode, ki mu omogočajo, da deluje kot analizator in detektor. Ioni, ki vstopajo v 
Orbitrap, oscilirajo okrog osrednje elektrode in med obema zunanjima elektrodama (slika 14).  
 
Slika 14: Presek modela Orbitrap masnega analizatorja. A ‒ centralna elektroda, B ‒ zunanja elektroda, razdeljena 
na dva dela z zunanjim keramičnim obročem, C ‒ kroženje ionov okoli centralne elektrode (prirejeno po Scigelova 
in Makarov, 2006) 
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Različni ioni nihajo z različnimi frekvencami, kar povzroči njihovo ločitev. Z merjenjem 
frekvenc nihanja, ki jih sprožijo ioni na zunanjih elektrodah, pridobimo masni spekter ionov v 
danem trenutku. Orbitrap masni analizator temelji na Fourierovi transformaciji in je analogen 
FTICR, vendar z manjšo velikostjo instrumenta in enostavnejšim upravljanjem (Hu in sod., 
2005). Visoka resolucija, točnost mase, ponovljivost in natančnost meritev so bistvene lastnosti 
Orbitrap masnega detektorja, ki so idealne za analitiko terapevtskih makromolekul in različnih 
PTM (Strupat in sod., 2016). 
Primer hibridnega MS sistema je kvadrupol-Orbitrap masni spektrometer, ki ponuja 
revolucionarni koncept kvantifikacije spojin. Kvadrupol deluje kot masni filter in prepušča 
samo ione z določeno m/z vrednostjo, visoko resolucijski Orbitrap pa ima vlogo masnega 
detektorja (Kobis, 2020a). Med dvema masnima analizatorjima se nahaja tudi kolizijska celica 
za fragmenatcijo prekurzorskih ionov v sklopu MS/MS analiz (Agilent Technologies, 2018). V 
kombinaciji s HPLC sistemom predstavljata eno redkih orodij, ki še naprej igra odločilno vlogo 
v vseh fazah življenjskega cikla biološkega zdravila, od odkritja učinkovine do razvoja izdelka, 
formulacij, kliničnih in stabilnostnih študij ter kontrole kakovosti končnega produkta (Zhou, 
2005).   
Rezultat analize vzorca z uporabo HLPC-MS je podan v oblki UV in MS kromatogramov ter 
masnih spektrov (Li in sod., 2015). UV detekcija peptidov pri določeni valovni dolžini nam 
poda UV kromatogram, kjer en vrh (največkrat) predstavlja en peptid. Analiza rezultatov 
masnega spektra, pridobljenega s pomočjo HRMS, je bolj kompleksna zaradi velikega števila 
podatkov. Ionizacija (ESI) makromolekul v pozitivnem načinu vpliva na tvorbo večkrat 
protoniranih molekul, [M + H]+, [M + 2H]2+, [M+3H]3+ itd., kar dodatno oteži pregledovanje 
masnega spektra. Poleg tega je za vsako stanje naboja iona značila distribucija izotopov v 
masnem spektru. To pomeni, da so izotopi elementov zastopani v različnih deležih znotraj 
tarčnega peptida. Ogljik se v peptidih pojavlja najpogosteje kot 12C (M+), vendar pa se lahko 
pojavi tudi njegov izotop 13C (M+1). Verjetnost za pojav 13C izotopa ogljika je zelo majhna (1.2 
%), vendar se z večanjem števila C-atomov v peptidu povečuje tudi verjetnost za pojav izotopa 
13C. Iz masnega spektra, ki predstavlja intenziteto signala v odvisnosti od m/z vrednosti 
(Gothard, 2020), lahko dobimo vpogled v TIC ionski kromatogram, ki predstavlja seštevek 
intenzitet vseh masnih signalov, ki so bili detektirani med analizo. Nadalje lahko iz TIC 
kromatograma ''ekstrahiramo'' kromatogram v ožjem območju m/z vrednosti (XIC) (Fredriksoon 
in sod., 2007). Z ročno integracijo vrhov XIC kromatograma (pri vseh stanjih naboja ionov), ki 
predstavljajo seštevek intenzitet vseh masnih signalov določenega modificiranega peptida oz. 
njegovega nemodificiranega analoga, lahko ročno izračunamo relativni delež PTM (Li in sod., 
2015). 
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2.8 METODE ZA SPREMLJANJE IN IDENTIFIKACIJO KRITIČNIH ATRIBUTOV 
KAKOVOSTI 
Poznamo različne analitske metode za spremljanje CQA (PTM, fragmentacije, agregacije itd.). 
Tradicionalno se v farmacevtski industriji uporabljajo specifične analitske metode, za katere 
velja princip en atribut ‒ ena metoda, ki temeljijo na relativni kvantifikaciji iz UV ali FLD 
signala. Čeprav so te tehnike dobro uveljavljene, imajo omejeno sposobnost zagotavljanja 
podrobnih informacij o PTM, kot so nizko prevladujoče oblike modifikacij ter njihova 
lokalizacija v AK sekvenci (Li in sod., 2015). 
Te pomanjkljivosti so spodbudile uporabo metod za identifikacijo in karkterizacijo PTM, ki 
temeljijo na MS. Le-te lahko zagotavljajo dodatno dimenzijo specifičnosti z določitvijo 
natančne mase. Za karakterizacijo terapevtskih mAb se lahko uporabljajo različne metode na 
osnovi MS, ki vključujejo analizo intaktnih proteinov, proteinskih podenot ter peptidov, ki so 
najprej ločeni z eno izmed separacijskih tehnik (Li in sod., 2015). 
HPLC-MS pristop, ki omogoča lokalizacijo PTM na določenem AK ostanku in podrobnejšo 
analizo njihovih relativnih deležev ter tudi detekcijo mikroheterogenosti sladkornih enot, 
uporablja tehniko Pepmap in je ključen za analitiko v različnih fazah razvoja biološkega zdravila 
(Li in sod., 2015). 
2.8.1 Multiatributna metoda, ki temelji na peptidnem kartiranju 
MAM je močno orodje za celovito identifikacijo primarne strukture proteinov, ki omogoča 
natančno lokalizacijo in relativno kvantifikacijo različnih CQA v eni sami analizi. MAM 
največkrat temelji na Pepmap metodi (Qian in sod., 2020), za katero je značilna uporaba HPLC, 
sklopljene s tandemsko masno spektrometrijo (HPLC-MS/MS) (Li in sod., 2015). Ta pristop 
vključuje proteolitsko ragradnjo terapevtskih proteinov. Navadno se uporablja serinska 
endopeptidaza tripsin, ki cepi peptidno vez na C-terminalnem delu Arg in Lys, vendar pa je 
možna tudi uporaba tudi endopeptidaz, kot je npr. lizil endopeptidaza (LysC). Le-ta reže 
peptidno vez na C-terminalnem delu Lys in je zato primerna za uporabo pri kombinirani 
encimski proteolizi s tripsinom (Hosfield in sod., 2018). Peptidna mešanica se nato 
kromatografsko loči, peptidi se po eluciji s kolone ionizirajo ter vstopajo v MS, kjer poteka 
analiza in detekcija pozitivno nabitih ionov analita (Li in sod., 2015). Rezultat je peptidna karta, 
ki jo imenujemo tudi ''prstni odtis'' proteina (Povše in sod., 2016). Za zanesljivo identifikacijo 
posameznega peptida navadno potrebujemo več različno nabitih ionov tega peptida (Li in sod., 
2015), pri čemer algoritem na podlagi MS in MS/MS spektrov izračuna mase ionov peptidov 
ter jih primerja s teoretičnimi masami zaporednih AK v bazah podatkov (Povše in sod., 2016; 
Agilent Technologies, 2018). 
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Priprava vzorca je ključen korak pri MAM, saj je od le-te posledično odvisna tudi identifikacija 
peptidov ter kvantifikacija relativnih deležev PTM. Priprava vzorca za analizo zajema več 
korakov, in sicer: denaturacijo proteina, redukcijo disulfidnih vezi, alkilacijo reduciranih Cys 
ostankov ter encimsko proteolizo (slika 15). Zaradi kompleksnosti in številnih korakov je 
priprava vzorcev zelo zamudna in ponavadi zahteva optimizacijo za vsak tip proteina (Agilent 
Technologies, 2018). 
 
Slika 15: Shema priprave vzorca za analizo na LC-MS sistemu; z rdečo barvo so obarvani alkilirani Cys ostanki. 
K in R označujeta Lys oz. Arg na C-terminalnem delu peptidov, ki smo jih pridobili s pomočjo tripsinskega razkroja 
ali s pomočjo kombinirane proteolize (Prirejeno po Nyman, 2012) 
Peptidi se razlikujejo po velikosti, AK sestavi ter posledično v hidrofobnosti ‒ manjši peptidi 
so bolj hidrofilne narave, večji pa bolj hidrofobne. Zato se za ločbo največkrat uporablja RP. Na 
hidrofobni stacionarni fazi se peptidi različno dolgo zadržujejo, kar je odvisno od jakosti 
hidrofobnih interakcij med stacionarno fazo in analitom. Pomemben vpliv na ločbo molekul ima 
tudi mobilna faza, ki se pridobi z mešanjem ultračiste vode in organskega topila. Ponavadi se v 
mobilno fazo doda aditiv za boljšo ločbo. Z gradientnim višanjem organske faze pride do elucije 
molekul analita (Agilent Technologies, 2018).  
Po eluciji s kolone in tik pred vstopom v MS se peptidi ionizirajo s pomočjo ESI. Ioni peptidov, 
ki so nastali pri ESI, vstopajo v MS in potujejo v masni analizator, ki jih loči glede na m/z 
vrednost. Poznamo več načinov zajemanja spektrov; za spremljanje in relativno kvantifikacijo 
CQA se navadno uporablja način zajemanja spektra v MS načinu (MS spekter), za de novo 
karakterizacijo proteina oz. identifikacijo novih PTM pa zajemamo spekter v MS/MS načinu 
(MS/MS spekter). Pri MS/MS analizi ione fragmentiramo v kolizijski celici, ki je nameščena 
med dvema masnima analizatorjema. Ioni peptidov (t. i. prekurzorski ioni) različno razpadejo 
glede na tip in energijo fragmentacije, pri čemer dobimo produktne ione (y in b). Rezultat je 
podan v obliki masnega spektra, ki prikazuje relativno inteziteto ionskih signalov (Y-os) glede 
na njihovo m/z vrednost (X-os). Na podlagi spektrov algoritem izračuna mase peptidov in jih 
primerja s teoretičnimi masami zaporednih AK v bazah podatkov (Povše in sod., 2016; Agilent 
Technologies, 2018). 
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2.8.2 Ortogonalne metode za spremljanje N-glikozilacije 
2.8.2.1 Glikansko mapiranje (Gmap) 
Gmap je analitska metoda za spremljanje glikanskih struktur na terapevtskih proteinih. Metoda 
temelji na encimski cepitvi N-vezanih glikanov, fluorescenčnem označevanju le-teh in njihovi 
FLD-detekciji. Alternativno se namesto FLD lahko uporabi MS detektor, pri čemer ni potrebno 
označevanje s fluoroforom. Za cepitev se navadno uporablja N-glikozidaza PNGaza F, ki reže 
N-vezane oligosaharide s proteinskega ogrodja. Meritev glikanskih struktur izvedemo s 
pomočjo HILIC kromatografije. Gre za normalno fazno kromatografijo, ki vsebuje še nekaj 
značilnosti drugih kromatografij, kot sta IEX ter RP kromatografija. HILIC uporablja polarno 
stacionarno fazo v kombinaciji z mobilno fazo, ki vsebuje predvidljivo količno vode, 
kombinirano z deležem manj polarnega topila (Agilent Technologies, 2018).  
2.8.2.2 Visoko zmogljiva metoda, ki temelji na kapilarni elektroforezi na čipu (HT rCE-SDS) 
Visoko zmogljiva metoda, ki temelji na kapilarni elektroforezi na čipu, se uporablja za določanje 
celokupne N-glikozilacije oz. aglikozilacije mAbs (HT rCE-SDS), pri čemer je potrebno protein 
predhodno reducirati. Poleg tega lahko analiziramo tudi nativen protein, s čimer pridobimo 
podatke o različnih nečistočah, fragmentih in agregatih. Ločba nativnega oz. reduciranega 
proteina poteka na mikrofluidnem čipu, ki vsebuje nekaj mm dolg separacijski kanal. Slednji 
ima enako vlogo kot kapilara, ki jo uporabljamo pri konvencionalni kapilarni elektroforezi. 
Jamice na čipu so napolnjene z gelom, ki vsebuje natrijev dodecil sulfat (SDS), pri čemer 
nekatere od teh vsebujejo še fluorescenčno barvilo. Ko se čip vstavi v instrument, steče preko 
elektrode električni tok, ki vpliva na premikanje vzorca po mikrokanalih, vzorec pa se s pomočjo 
robotskega sistema iz mikrotitrske ploščice prenese v enega od mikrokanalov. En del vzorca se 
zaradi spremembe električnega toka nato elektroforetsko pomakne v centralni (separacijski) 
kanal, v katerem pride do ločbe zaradi razlik v velikosti. Fluorescenčno barvilo se veže na SDS, 
prisoten v sejalnem matriksu (gelu), ki v mikrokanalih tvori komplekse (micele) s proteini. 
Zaradi presežka SDS v mikrokanalih se tvorijo tudi SDS miceli, na katere se prav tako veže 
barvilo, vendar pred detekcijo pride do avtomatskega razbarvanja vzorca. Ostanejo le proteinski 
miceli, na katere je vezano barvilo. Le-ti potujejo mimo laserja, ki inducira emisijo fluorescence. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Rekombinantna monoklonska protitelesa 
NISTmAb (RM 8671) referenčni material je prvo javno dostopno rekombinantno mAb 
podrazreda IgG1, ki je v lasti Nacionalnega Inštituta za standarde in tehnologijo, katerega namen 
je zgraditi platformo za ocenjevanje in razumevanje trenutnih in nastajajočih najsodobnejših 
tehnologij za analitiko mAb in s tem zagotoviti krepitev in racionalizacijo terapevtskih 
prizadevanj za karakterizacijo terapevtskih proteinov (NIST, 2019). 
Monoklonska protitelesa podrazreda IgG4, ki smo jih poleg NISTmAb vzorca uporabili v 
eksperimentalnem delu, so last farmacevtske družbe Lek, d. d. Zaradi tega jih bomo v magistrski 
nalogi poimenovali zgolj s črko A – mAbs A vzorci izhajajo iz različnih celičnih linij CHO za 
proizvodnjo rekombinantnih terapevtskih proteinov. 
Rekombinantna mAbs so bila do uporabe hranjena na ‒80 °C. 
3.1.2 Kemikalije 
V preglednici 2 so navedene vse kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabili pri 
eksperimentalnem delu. 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in njihov namen 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka Namen 
Tris-HCI pH 7.5, 1M Invitrogen 15567-027 Pufer za uravnavanje pH 
pri pripravi reagentov 
NaOH, 1M Merck 1.09137 Uravnavanje pH pufrskih 
raztopin 
HCl, 1M  Merck 109057 Uravnavanje pH pufrskih 
reztopin 
Gvanidinijev klorid (Gv-HCl), 
8M 
Biochemica A0860 Denaturant 
Ditiotreitol (DTT) GBiosciences 786-077 Reducent 
Jodoacetamid (IAM)  GBiosciences 786-078 Alkilat 
Tripsin Gold-Mass Spec 
Grade 
Promega V5280 Encim za proteolizo 
Ocetna kislina Merck 100056 Za rekonstitucijo tripsina 
Se nadaljuje... 
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Nadaljevanje Preglednice 2: 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka Namen 
Lizil endopeptidaza-Mass 
Spec Grade (LysC) 
Wako 125-05061 Encim za proteolizo 
Trifluoroocetna kislina (TFA) VWR 85049 Za ustavljanje proteolize 
Mravljinčna kislina (FA) VWR UN1779 Aditiv za mobilne faze 




Za pripravo organske 
mobilne faze 
 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela magistrske naloge je bila uporabljena laboratorijska oprema, 
ki je predstavljena v preglednici 3. 
Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema in njen namen 
Oprema Proizvajalec Namen opreme 
Analitska tehtnica Mettler Toledo Tehtanje kemikalij za pripravo 
reagentov 
pH meter 780 Metrohm Merjenje pH pufrskih raztopin 
Pipete Biohit Priprava reagentov, priprava 
vzorca 
Centrifuga Eppendorf Koncentriranje vzorcev, 
menjava pufra 
Mikrocentrifugirka Eppendorf Posedanje vzorca 
Rotacijsko mešalo Velp Scientifica Mešanje vzorca 
Termomešalo z grelnim pokrovom  Eppendorf Inkubacija vzorca 
Dionex Ultimate 3000 UPLC Thermo scientific Ločba peptidov na 
kromatografski koloni 
Q-Exactive Plus Orbitrap HRMS Thermo scientific Detekcija ionov analita 
Zamrzovalna skrinja – 80 °C Thermo scientific Shranjevanje vzorcev 
 
Sistem za prečiščevanje vode (Milli-Q) Merck Prečiščevanje vode 
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3.1.4 Programska oprema 
Za izvajanje analiz in obdelavo podatkov smo uporabili različno programsko opremo, ki je 
predstavljena v preglednici 4. 
Preglednica 4: Uporabljena programska oprema in njen namen 
Programska oprema Proizvajalec Namen opreme 
SII for Xcalibur vmesnik Thermo Scientific Krmiljenje LC instrumenta 
Xcalibur Thermo Scientific Krmiljenje LC-MS sistema in 
analiza surovih podatkov 
Tune Thermo Scientific Krmiljenje MS instrumenta in 
ESI ionskega izvira  
PepFinder Thermo Scientific Obdelava surovih podatkov 
Microsoft Excel Microsoft Nadaljnja obdelava in 
vizualizacija podatkov 




3.2.1 Multiatributna metoda, ki temelji na peptidnem kartiranju 
Rogers in sod. so leta 2015 prvi razvili metodo (MAM), ki temelji na Pepmap metodi za 
kvalitativno in kvantitativno analizo različnih CQA. Naš cilj je bil razviti oz. optimizirati MAM, 
ki bi lahko nadomestila konvencionalne single-attribute metode, za uporabo znotraj okolja 
dobre razvojne prakse (GDevP) v podjetju Lek, d. d. Eksperimentalno delo je potekalo na in-
house metodi, ki je že v razvoju in temelji na Rogersovi metodi. 
Primarno smo se osredotočili na optimizacijo priprave vzorca. Prva faza razvoja oz. optimizacije 
MAM je bila izvedena na NISTmAb vzorcu, testirali smo vpliv proteolitskega encima, razmerja 
med encimom in proteinom (E:P) ter časa proteolize na samo cepitev in kvantifikacijo CQA. 
V drugi fazi smo metodo testirali na mAbs A vzorcih in rezultate primerjali z ortogonalnimi 
metodami (Gmap in HT rCE-SDS). V nadaljevanju je opisan podroben protokol priprave vzorca 
ter njegova optimizacija.  
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Visoko koncentrirani vzorci (Czačetna= 5-10 µg/µL, m = 50µg) so bili redčeni v denaturacijskem 
pufru (7.0 M Gv-HCl, 100 mM Tris, pH 8.3 ± 0.1) do koncentracije 1 µg/µL.  
3.2.1.2 Redukcija 
V vzorce smo dodali 500 mM reducent DTT do koncentracije 10 mM. Vzorce smo premešali 
na rotacijskem mešalu, da sta se denaturant in reducent enakomerno razporedila. Nato smo 15 
sekund kratko centrifugirali, da smo zagotovili posedanje vzorca na dno Eppendorf tubice (v 
nadaljevanju – epice). Sledila je inkubacija 30 minut pri sobni temperaturi (ST).  
3.2.1.3 Alkilacija 
Po redukciji smo v vzorce dodali 500 mM alkilat IAM do koncentracije 20 mM, ki se kovalentno 
veže na tiolne skupine Cys in preprečuje formiranje disulfidnih vezi. Vzorce smo premešali na 
rotacijskem mešalu in 15 sekund centrifugirali, da se je ves protein posedel na dno epice. 
Inkubacija je potekala v temi pri ST 25 minut. Po končani inkubaciji smo alkilacijo ustavili s 50 
mM DTT do končne koncentracije reagenta 11 mM. 
3.2.1.4 Razsoljevanje 
Za razsoljevanje smo uporabili Amicon Ultra-0.5 mL 10K filtre, ki smo jih pred aplikacijo 
vzorca aktivirali z ultračisto vodo, prečiščeno na Milli-Q sistemu. Vzorce smo razsoljevali s 
pufrom za proteolizo (50 mM Tris-HCl, pH = 7.9). Centrifugirali smo 20 minut pri 22 °C in 
14000 rcf. Postopek razsoljevanja je potekal v treh ciklih, da smo znižali koncentracijo 
denaturanta na minimum, saj iz izkušenj vemo, da ima ta lahko že pri zelo nizki koncentraciji 
negativen vpliv na aktivnost tripsina.  
3.2.1.5 Encimska proteoliza 
V preglednici 5 so prikazani različni pogoji proteolize, ki smo jih uporabili v eksperimentalnem 
delu. Po metodi, ki so jo razvili Rogers in sod. (2015), naj bi bilo razmerje E:P  = 1:10 učinkovito 
za cepitev že po 30 minutah inkubacije. Zato smo v prvi fazi analizirali vpliv E:P razmerja na 
uspešnost cepitve in kvantifikacijo CQA po Rogersu. Poleg tega nas je zanimal vpliv trikrat 
nižje koncentracije tripsina (E:P = 1:30) ter kombinirane encimske razgradnje, z razmerjem med 
tripsinom in LysC 1:1 in skupno količino encima v razmerju s proteinom 1:10. LysC cepi 
peptidno vez na C-terminalnem delu Lys, zato pri kombinirani proteolizi s tripsinom dobimo 
enako teoretično cepitev kot pri tripsinski proteolizi – to nam omogoča enostavno primerjavo 
30 
Rukavina A. Razvoj metode peptidnega kartiranja za uporabo v biofarmacevtiki. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
rezultatov. Zanimal nas je tudi vpliv časa inkubacije, zato smo iz vsake epice vzorčili ob času 
1h, 2h, 4h, 6h in 21h. Proteolizo smo ustavili z dodatkom 10 % TFA v razmerju 1:10 (v/v). 
Vsi vzorci so bili hranjeni na ‒80 °C do analize. 
Preglednica 5: Različni pogoji proteolize, ki smo jih uporabili v eksperimentalnem delu 
Encim(i) Razmerje med encimom in proteinom 
Tripsin E:P = 1:10 
Tripsin E:P = 1:30 
Tripsin in LysC (1:1) E:P = 1:10 
 
3.2.1.6 Tekočinska kromatografija na reverzni fazi, sklopljena z masno spektrometrijo 
Vse analize smo izvedli z uporabo HPLC-MS sistema (Dionex Ultimate 3000 sklopljen s Q-
Exactive Plus HRMS z Orbitrap tehnologijo). Poenostavljen shematski prikaz uporabljenega 
sistema je prikazan na sliki 16.  
Pred analizo je bilo potrebno preveriti, ali je MS sistem kalibriran. Če je rok veljavnosti 
kalibracije pretečen, je potrebno narediti kalibracijo sistema v pozitivnem načinu. Pred vsako 
analizo je potrebno preveriti tudi zmogljivost sistema.  
   
Slika 16: Shematski prikaz HPLC, sklopljenega z Orbitrap HRMS 
Ločbo smo izvedli z uporabo RP kolone Zorbax RRHD 300 SB-C18 (2.1 x 150mm, 1.8 µn) 
proizvajalca Agilent. Kot mobilno fazo smo uporabili mešanico vodne (mobilna faza A – MPA) 
in organske (mobilna faza B – MPB) faze (ACN) v različnih deležih (Preglednica 6). Mobilni 
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fazi sta vsebovali 0.1 % (v/v) FA za zagotavljanje boljše ločbe. Pretok mobilne faze skozi 
kolono je bil konstanten – 0.3 mL/min. Temperatura kolone je bila nastavljena na 50 °C. Nanos 
vzorca na kolono je bil zelo majhen – 3.7 µg – zato nismo zajemali UV podatkov.  
Vzorci so bili med analizo hranjeni na temperaturi 4 °C. 
Preglednica 6: Parametri gradientne elucije 
Čas [min] Pretok [ml/min] % MPA % MPB 
0:00 0.30 98.0 2.0 
4:54 0.30 98.0 2.0 
5:00 0.30 98.0 2.0 
6:00 0.30 90.0 10.0 
50:00 0.30 65.0 35.0 
55:00 0.30 40.0 60.0 
55:06 0.30 98.0 2.0 
60:00 STOP 98.0 2.0 
Za ionizacijo peptidov smo uporabili ESI ionski izvir. Ionizacija je potekala v pozitivnem 
načinu. Ionizacijski parametri so predstavljeni v preglednici 7. 
Masni spektrometer je snemal spektre v MS načinu med celotno analizo. Parametri za zajemanje 
spektra tekom MS analize so prikazani v preglednici 7.  
Preglednica 7: Parametri za ESI in zajemanje spektrov v MS načinu 
Ionizacijski parametri Parametri za zajemanje spektra (MS) 
Razpršilni plin (a.e.*) 40 Način zajemanja spektra Full MS 
Pomožni plin (a.e.) 15 Območje zajemanja MS spektrov 
(m/z) 
380-2500 
Pometalni plin (a.e.) 0 Resolucija 140 000 
Napetost izvira (kV) 3.80 Polarnost ionov pozitivna 
Temperatura kapilare (°C) 300 Število mikroskenov 1 
Radiofrekvenčni nivo S-leče (%) 60 Velikost paketa ionov, ki se pošilja v 
Orbitrap 
3e6 
Temperatura grelca (°C) 250 Maksimalen čas pošiljanja paketa 
ionov v Orbitrap (ms) 
200 
*angl. arbitrary unit – a.e. se nanaša na arbitrarno enoto 
Poleg MS analiz smo izvedli še MS/MS analize, kjer določen ion (prekurzorski ion) iz MS 
spektra fragmentiramo v kolizijski celici na njegove ionske produkte (produktni ioni). S 
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pomočjo MS/MS spektra lahko potrdimo strukturo molekule ter določimo natančno mesto PTM 
v AK sekvenci. Parametri za zajemanje spektrov v MS/MS načinu so prikazani v preglednici 8. 
Preglednica 8: Parametri za zajemanje spektrov v MS/MS načinu 
Parametri za zajemanje spektrov v dd-MS/MS načinu 
Način zajemanja spektra dd*-MS/MS 
Resolucija 17 500 
Število mikroskenov 1 
Velikost paketa ionov, ki se pošilja v Orbitrap 2e5 
Maksimalen čas pošiljanja paketa ionov v Orbitrap (ms) 250 
Število najbolj intenzivnih ionov 5 
Izolacijska širina (m/z) 2 
Trkovna energija (%) 30 
* dd (angl. data depended) – način zajemanja spektra odvisen od zajetih podatkov, pri čemer sistem za 
prekurzorski ion vedno izbere najbolj intenzivne ione prisotne v MS spektru 
3.2.1.7 Analiza in obdelava podatkov 
S pomočjo Xcalibur Qual Browser programske opreme smo pregledali in kvalitativno analizirali 
surove podatke. Pridobili smo vpogled v TIC kromatogram, ki predstavlja seštevek intenzitet 
vseh signalov, ki so bili detektirani med analizo, ter v XIC kromatogram, ki predstavlja 
ekstrahiran kromatogram ionov pri določeni m/z vrednosti. V primeru suma na napako pri 
procesiranju surovih podatkov lahko z ročno integracijo XIC vrhov (pri vseh stanjih naboja 
ionov), ki predstavljajo seštevek intezitet vseh masnih signalov določenega modificiranega 
peptida oz. njegovega nemodificiranega analoga, izračunamo relativni delež PTM. Pregledali 
smo tudi MS spektre, ki prikazujejo relativno intenziteto signala v odvisnosti od m/z vrednosti.  
Surove podatke smo procesirali s pomočjo PepFinder programske opreme, ki omogoča 
identifikacijo, relativno kvantifikacijo ter podrobno karakterizacijo terapevtskih in drugih 
proteinov iz MS ter MS/MS spektrov. Omogoča avtomatiziran potek dela za identifikacijo 
glikopeptidov in različnih PTM. Pri pripravi vzorca smo le-te alkilirali in s tem preprečili 
nadaljnjo oksidacijo Cys ostankov – zato je karbamidometilacija vseh Cys označena kot fiksna 
PTM. Določili smo tudi variabilne PTM, ki smo jih želeli identificirati: C-terminalni Lys, 
deamidacije (Asn, Gln),  izguba NH3 (Asn, Gln), oksidacije (Met, Trp), glikacije (Lys) ter N-
glikozilacija. Največja masa peptida, ki jo je program upošteval pri procesiranju, je znašala 7000 
Da, točnost mase peptida je lahko variirala za ±10 ppm (±0.001%). Dovoljena je bila le ena 
modifikacija na peptid. Razmerje med absolutnim MS signalom in šumom je bilo določeno na 
33 
Rukavina A. Razvoj metode peptidnega kartiranja za uporabo v biofarmacevtiki. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
100:1. Glede na določene parametre je algoritem identificiral peptide ter na osnovi m/z vrednosti 
izračunal njihove mase in jih primerjal s teoretičnimi masami peptidov tripsinske proteolize. Za 
nadaljnjo obdelavo, analiziranje in vizualizacijo podatkov smo uporabili Microsoft Excel in 
TIBCO Spotfire programsko opremo. 
3.2.2 Ortogonalne metode za spremljanje N-glikozilacije oz. aglikozilacije 
MAM smo razvijali na NISTmAb vzorcu (IgG1) ter preverili uporabnost metode na mAb A 
vzorcih (IgG4). Pridobljene rezultate smo potem primerjali z rezultati dveh ortogonalnih metod 
za spremljanje relativnega deleža N-glikozilacije (Gmap) oz. aglikoziliranega proteina (HT 
rCE-SDS). 
Analize na metodah Gmap in HT rCE-SDS so bile izvedene v sodelovanju s sodelavci v podjetju 
Lek, d. d. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 RAZVOJ MULTIATRIBUTNE METODE, KI TEMELJI NA PEPTIDNEM 
KARTIRANJU 
Tekom razvoja MAM smo za optimizacijo in vrednotenje parametrov metode uporabljali 
NISTmAb, ki ga uvrščamo v podrazred IgG1. 
4.1.1 Vrednotenje uspešnosti encimske razgradnje v odvisnosti od časa pri različnih 
pogojih proteolize 
V prvi fazi razvoja MAM nas je zanimal vpliv proteolitskega encima, E:P razmerja in časa 
inkubacije na samo cepitev in relativno kvantifikacijo PTM. Analizirali smo vpliv E:P razmerja 
po Rogersovi metodi (1:10), za proteolizo je bila uporabljena serinska endopeptidaza tripsin, ki 
cepi peptidno vez na C-terminalnem delu Lys in Arg v AK sekvenci. V isti analizi smo testirali 
tudi vpliv trikrat manjše koncentracije tripsina, ki je bila v razmerju s proteinom 1:30. Poleg 
tripsinske proteolize nas je zanimal vpliv kombinirane encimske razgradnje, pri kateri je bilo 
razmerje med tripsinom in LysC 1:1, skupna količina encima pa je bila v razmerju s proteinom 
1:10. Proteoliza je potekala pri 37 °C v različnih časovnih intervalih (1h, 2h, 4h, 6h, 21h), saj 
smo na ta način lahko ovrednotili uspešnost encimske cepitve v odvisnosti od časa pri različnih 
pogojih proteolize. 
Uspešnost encimske proteolize (U.P.) je bila izračunana po spodnji formuli (1), tako da smo 
sešteli (∑) vse površine detektiranih XIC vrhov popolnoma cepljenih peptidov (maksimalna 
možna cepitev na vseh teoretičnih mestih v AK sekvenci – FCP) v vzorcu in ta seštevek delili s 
površino XIC vrhov vseh detektiranih in identificiranih peptidov. Rezultat je podan v odstotkih 
in je prikazan na sliki 17.  
U. P. [%]=(∑XICpovršina vrhov FCP/ ∑XICpovršina vrhov vseh detektiranih in identificiranih peptidov)* 100 
... (1)  
Iz rezultatov, ki so prikazani na sliki 17, je razvidno, da je pri kombinirani proteolizi z LysC in 
tripsinom uspešnost cepitve veliko večja v primerjavi s tripsinsko cepitvijo; v 1 uri je bila pri 
kombinirani encimski razgradnji uspešnost cepitve večja od 85 %, za razliko od tripsinske 
proteolize, kjer smo pri enaki koncentraciji encima v vzorcu detektirali nižji odstotek FCP pri 
vseh časovnih točkah ‒ od 57.54 % (1-urna inkubacija) do 82.97 % (21-urna inkubacija). Razlog 
za to je, da ima tripsin večjo specifiko do Arg-x cepitvenega mesta, kjer x predstavlja cepitveno 
mesto, ter manjšo do Lys-x. Zato so številni necepljeni peptidi (MCP) velikokrat produkt 
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nespecifične tripsinske cepitve. Po drugi strani LysC cepi z visoko specifiko Lys-x ter v 
kombinaciji s tripsinom pozitivno vpliva na znižanje odstotka MCP (Promega, 2013). 
 
Slika 17: Uspešnosti encimske razgradnje v odvisnosti od časa pri različnih pogojih proteolize; vsak stolpec 
prikazuje uspešnost cepitve [%] NISTmAb vzorca (Y-os), ki je odvisna od časa inkubacije (X-os) pri različnih 
pogojih proteolize (različno obarvani stolpci ponazarjajo različen tip proteolize) 
Rezultati kažejo tudi na velik vpliv koncentracije encima na kinetiko proteolize: pri prekonočni 
inkubaciji (21h), kjer je tripsin bil v razmerju s proteinom 1:30, je uspešnost cepitve znašala 
61.21 %, medtem ko je pri trikrat višji koncentraciji tripsina (1:10) uspešnost proteolitske 
razgradnje znašala 86.96 %.  
Iz rezultatov je razvidno, da se uspešnost cepitve s časom povečuje, saj se pri poznejših časovnih 
točkah cepijo bolj ''ovirana'' cepitvena mesta. Prisotnost PTM v bližini cepitvenega mesta ima 
lahko negativno posledico na cepitev zaradi steričnega oviranja cepitve. Tudi določeni vzorci 
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AK v sekvenci (npr. prisotnost prolina ob cepitvenem mestu) lahko negativno vplivajo na 
kinetiko proteolize (Šlechtová in sod., 2015). 
Pri enemu vzorcu, in sicer pri tripsinski (E:P = 1:30) prekonočni proteolizi (21h), je razvidna 
slabša cepitev od pričakovane glede na trend. Možnih razlogov je več, vendar gre najverjetneje 
za posledico šuma, ki gre na račun ionizacije ali procesiranja surovih podatkov.  
4.1.2 Relativna kvantifikacija posttranslacijskih modifikacij 
Relativni deleži vseh identificiranih PTM na NISTmAb vzorcih so v celoti prikazani v prilogi 
A. Pridobili smo jih z obdelavo surovih podatkov v programski opremi PepFinder. Algoritem 
je za vsak AK ostanek, na katerem je bila zaznana modifikacija, izračunal relativen delež PTM 
po spodnji formuli (2). V ta izračun naj bi bili za vsak AK ostanek všteti XIC-i vseh detektiranih 
peptidov (FCP in MCP), ki vsebujejo tarčno PTM na tem AK ostanku, pri vseh stanjih naboja. 
PTMx (na AKy) [%]=(∑XICpeptidov s PTMx na AKy/ ∑XICvseh peptidov, ki vsebujejo ta AKy)* 100 
... (2) 
Pridobljene rezultate, ki so prikazani na sliki 18, smo v nadaljevanju primerjali s teoretičnimi 
podatki treh različnih študij na NISTmAb vzorcih (Li in sod., 2015). Na tej točki pa že lahko 
opazimo razliko med poskusom, pri katerem je bila uporabljena kombinirana proteoliza, in 
dvema eksperimentoma, za katera je značilna le tripsinska razgradnja. Večje razlike so sicer 
razvidne v trendih naraščanja oz. upadanja ugotovljenih relativnih deležev PTM, v tem primeru 
deamidacije ter določenih N-glikanov (FA2 in FA2G1). V naslednjih podpoglavjih bomo 
podrobneje razložili, zakaj lahko prihaja do omenjenih razlik. 
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Slika 18: Prikaz relativnih deležov PTM v odvistnosti od časa inkubacije, pri treh različnih pogojih proteolize; Y-
os prikazuje relativen delež PTM [%], X-os prikazuje čas inkubacije [h] pri različnih pogojih proteolize. Različne 
PTM so prikazane z različnimi barvami in znaki 
4.1.2.1 Relativna kvantifikacija N-terminalnega piroglutamata 
Najbolj zastopana PTM pri mAbs IgG1 je N-terminalni pE, do katerega pride zaradi spontane 
reakcije ciklizacije N-terminalnega Gln (Q), pri čemer se eliminira NH3. Relativen delež N-
terminalnega pE je pri vzorcih znašal od 99.75 % do 99.85 %, kar se ujema s podatki iz literature 
(povp. > 99 %) (Li in sod., 2015). Do tvorbe N-terminalnega pE pride v in vivo ter in vitro 
pogojih (Li in sod., 2015), vendar na to modifikacijo ne vplivajo pogoji priprave vzorca – zato 
se relativni delež pri različnih pogojih cepitve po času ne spreminja (slika 18). Na sliki 19 (A) 
je prikazan XIC (m/z = 599.34 – 599.36) iona modificiranega peptida Q*VTLR (* označuje AK, 
pri kateri je prišlo do PTM) ter njegov MS spekter pri z = +1 (B).  
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Slika 19: Prikaz XIC kromatograma (A) in MS spektra (B) peptida Q*VTLR (vsaka črka je okrajšava za posamezno 
AK, * označuje mesto PTM). Y-os prikazuje relativno inteziteto signala [%], X-os prikazuje retenzijo (A) oz. m/z 
vrednost (B). M+ označuje monoizotopski vrh, medtem ko M+1 in M+2 označujeta peptide, pri katerih se je na 
enem oz. dveh mestih v elementarni strukturi peptida pojavil izotop 13C 
Z uporabo HRMS instrumenta lahko ločimo signale glede na distribucijo izotopov v peptidu. Iz 
razlik med m/z vrednostmi posameznih vrhov lahko takoj izračunamo stanje naboja tarčnega 
iona. V našem primeru je razlika med signali glede na m/z vrednost enaka 1, kar kaže na enkrat 
nabito molekulo peptida [M+1]+. Na ta način iz MS spektra najhitreje preverimo, ali analiziramo 
želen XIC kromatogram in lahko (po potrebi) v Xcalibur programu naredimo ročno integracijo 
XIC vrhov modificiranega peptida in njegovega nemodificiranega analoga (pri vseh stanjih 
naboja) ter izračunamo relativni delež PTM po formuli (2). Ročni izračun se naredi v primeru, 
če sumimo na napako pri procesiranju surovih podakov. Zaradi obsežnosti podatkov je to zelo 
zamuden postopek, zato je pomembna dobra optimizacija oz. razvoj metode za procesiranje 
surovih podatkov. 
4.1.2.2 Relativna kvantifikacija C-terminalnega lizina 
Navadno se C-terminalni Lys v celicah CHO odcepi pri procesiranju mAb s pomočjo 
karboksipeptidaz. V določenih primerih pa lahko pride do napak pri procesiranju proteinov in 
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vivo in se C-terminalni Lys ne odcepi (Li in sod., 2015). V tem primeru ga označujemo kot 
PTM. V našem eksperimentu se je relativen delež C-terminalnega Lys pri tripsinski proteolizi 
zmanjševal s časom razgradnje (slika 18, G449 + K (C term.)); od 10.02 % (E:P = 1:30) oz. 9.07 
% (E:P = 1:10) do 8.38 % oz. 7.47 %. To je nenavadno, saj na prisotnost te modifikacije ne 
vplivajo pogoji priprave vzorca. Morda je prišlo do napake pri procesiranju podatkov na račun 
kakšne druge modifikacije, ki se nahaja na istem peptidu. Po drugi strani se je pri kombinirani 
proteolizi relativni delež C-terminalnega Lys po času povečeval (od 6.49 % do 9.22 %) – ta 
scenarij je možen, če se PTM nahaja na velikem nepopolno cepljenem peptidu, ki se težko eluira 
s kolone zaradi velike hidrofobnosti;  daljša kot je inkubacija, boljše se cepijo težko razgradljive 
peptidne vezi in dobimo manjše, bolj hidrofilne peptide, ki jih lahko detektiramo.  
Na slikah, na katerih sta prikazana MS spektra modificiranega (slika 20) in nemodificiranega 
peptida, (slika 21) vidimo razliko v stanju naboja. Prisotnost C-terminalnega Lys na peptidu 
vpliva na to, da se peptid nabije dvakrat (+2). Nemodificiran peptid pa se raje nabije samo enkrat 
(+1) (Li in sod., 2015). Razlika v nabojih med modificiranim in nemodificiranim peptidom 
lahko vpliva na napačno integracijo, ki je odvisna od algoritma za kvantifikacijo PTM. Zato se 
v takih primerih ponavadi naredi ročna integracija in izračun relativnega deleža PTM. Vsekakor 
ni značilnega odstopanja med povprečnimi vrednostmi naših rezultatov, ki so bili pridobljeni po 
procesiranju v PepFinder programu, in rezultati, ki so jih objavili Li in sod. (povp. 11.18 %) 
(2015).  
 
Slika 20: XIC, TIC in MS spekter ionov modificiranega peptida SLSLSPG* (* označuje AK, pri kateri pride do 
PTM). Intezitete vseh signalov (Y-os) so relativne, X-os prikazuje retenzijo pri TIC in XIC kromatogramu ter m/z 
vrednost pri MS spektru 
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Slika 21: XIC, TIC in MS spekter ionov nemodificiranega peptida, ki ne vsebuje C-terminalnega Lys. Intezitete 
vseh signalov (Y-os) so relativne, X-os prikazuje retenzijo pri TIC in XIC kromatogramu ter m/z vrednost pri MS 
spektru. Iz MS spektra je razvidno, da je nemodificirana različica v glavnem enkrat nabita (z = +1) [M+H]+, 
inteziteta signala dvakrat nabitega nemodificiranega peptida [M+2H]+2 je zanemarljiva 
4.1.2.3 Relativna kvantifikacija oksidacije 
Za poenostavitev rezultatov je na sliki 18 prikazana le oksidacija Met AK ostanka, ki je tudi po 
literaturi najbolj dovzeten na oksidacijo – M255. Relativni deleži drugih oksidiranih Met in Trp 
AK ostankov so prikazani v prilogi A. Relativni delež oksidiranega M255 je pri vzorcih znašal 
od 9.34 % do 11.62 % . Najvišja stopnja oksidacije je bila zabeležena pri vzorcih, ki so bili 
inkubirani čez noč. To je lahko posledica artefaktov zaradi večurnega izpostavljanja višjim 
temperaturam (37 °C). Pri naših rezultatih smo opazili, da so pridobljene povprečne relativne 
vrednosti oksidacije M255 dvakrat višje v primerjavi z literaturo (5.13 ± 2.1 %) (Li in sod., 
2015). Li in sod. (2015) so poročali, da do artefaktov oksidacije pride pri ESI, pri čemer novo 
modificiran peptid koeluira z nemodificiranim peptidom. Vendar pa se peptidi, ki so vsebovali 
oksidacijo pred ločbo na koloni, eluirajo pri RP kromatografiji pri nižjih retenzijah kot peptidi, 
ki se oksidirajo v ESI izviru. To je razvidno tudi iz slike 22 ‒ pri analizi XIC kromatograma je 
z zeleno barvo označen MS signal (vrh) peptida, ki vsebuje ESI-inducirano oksidacijo, in se je 
eluiral za ''pravim'' modificiranim peptidom.  
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Slika 22: Prikaz TIC in XIC kromatograma ter MS spektra DTM*ISR pepida, ki vsebuje oksidacijo Met AK 
ostanka. Intezitete vseh signalov (Y-os) so relativne, X-os prikazuje retenzijo pri TIC in XIC kromatogramu, ter 
m/z vrednost pri MS spektru. Pri XIC kromatogramu vidimo dva vrha, pri čemer vrh z višjo inteziteto signala 
vsebuje koeluirane peptide (brez modifikacije ter z ESI-inducirano modifikacijo) 
V tem primeru je potrebna ročna integracija vrhov in izključitev rezultatov napačne integracije 
pri izračunu relativnega deleža oksidacije. Na noben način pa ne moremo izločiti artefaktov 
priprave vzorca. Zaradi omejenih možnosti nismo ročno procesirali surovih podatkov. Potrebno 
je poudariti, da je nujno potrebna optimizacija oz. razvoj algoritmov za procesiranje surovih 
podatkov, ki bodo prepoznali omenjen tip ESI artefaktov. 
Na sliki 23 je prikazan značilen MS/MS spekter oksidiranega peptida. Pri MS/MS analizi pride 
do fragmentacije prekurzorskega iona oksidiranega peptida, pri čemer vidimo značilno razliko 
v masi (-64 Da) produktnih ionov zaradi izgube CH3SOH. Nevtralna izguba 64 Da nam potrdi, 
da je v strukturi peptida prisoten oksidiran Met. 
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Slika 23: Prikaz MS/MS spektra prekurzorskega iona DTLM*ISR (+2) ter pokritost fragmentov; Y-os prikazuje 
relativno inteziteto signala, X-os prikazuje m/z vrednost; y in b označujejo fragmente oz. produktne ione, ki so 
nastali s CID-fragmentacijo prekurzorskega iona 
4.1.2.4 Relativna kvantifikacija deamidacije 
Deamidacija je, enako kot oksidacija, odvisna od pogojev na vsaki stopnji razvoja terapevtskega 
mAb. Posamezni Asn so različno dovzetni za deamidacijo. V naši analizi na NISTmAb vzorcih 
smo detektirali najvišjo deamidacijo na Asn 387 (N387), katerega relativen delež je prikazan na 
sliki 18. Relativni deleži ostalih detektiranih deamidiranih AK ostankov so prikazani v prilogi 
A. Relativna kvantifikacija deamidacije N387 je  bila pri večini vzorcev med 1.66 % in 2.59 %, 
razen pri enemu vzorcu (LysC+tripsin, 21h), kjer je bila stopnja deamidacije precej višja (7.28 
%). Pri istem vzorcu je v prilogi A razvidno odstopanje tudi v relativnih deležih drugih PTM in 
zato lahko sklepamo na napako pri procesiranju. Sicer je relativna kvantifikacija deamidacije 
primerljiva s podatki (2.25 %), ki so jih navedli Li in sod. (2015).  
4.1.2.5 Relativna kvantifikacija glikozilacije 
Glikozilacija je ena najpomembnejših oblik PTM in je tudi najbolj proučevana. V naših 
rezultatih smo poročali zgolj o N-vezanih polisaharidih, ki so najpogostejši tip glikozilacije. Na 
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sliki 18 so grafično prikazani trije tipi N(300)-vezanih fukoziliranih glikanov z največjimi 
relativnimi deleži: FA2, FA2G1 in FA2G2. Poleg glikanskih različic je pomembno spremljati 
tudi aglikozilirane proteinske različice, zato je aglikozilacija, kot CQA, tudi predstavljena na 
sliki 18. Iz rezultatov je razvidno, da relativni delež FA2G2 v povprečju pri vzorcih znaša 8.06 
%. Podatki kombinirane proteolize so pokazali, da se relativen delež FA2 in FA2G1 po času 
povečuje od 26.16 % oz. 30.32 % do ca. 37 %. Povečanje relativnega deleža glikanov po času 
kaže na to, da se po daljši inkubaciji uspešno cepijo veliki nepopolno razgrajeni peptidi, ki 
vsebujejo modifikacijo. Po drugi strani imamo pri tripsinski proteolizi (E:P = 1:10 in E:P = 1:30) 
nenavaden trend upadanja relativnega deleža FA2 in FA2G1 med 1-urno in 21-urno inkubacijo 
vzorcev, in sicer v povprečju za 5 %. V primeru, da se glikozilacija nahaja na majhnem 
nepopolnoma cepljenem peptidu, ki se po večurni inkubaciji razgradi in ga zato ne moremo več 
detektirati, bi lahko opazili nižji relativni delež modifikacije. Poleg tega bi na nižjo 
kvantifikacijo tarčnega glikopeptida lahko vplivala supresija ionizacije na račun večje količine 
drugega peptida, s katerim je ta istočasno v ionskem izviru. Toda ker že pri 2 urah relativni delež 
glikozilacije začne upadati, tega ne moremo pripisati omenjenima scenarijema. Možno je, da je 
prišlo do napak pri procesiranju surovih podatkov na račun neke druge modifikacije, ki se nahaja 
na istem peptidu, in razlika v masi med nemodificiranim in glikiranim peptidom ustreza masi te 
druge modifikacije. Zato se nekaj intezitete lahko "prenese" v napačne identifikacije. Za 
ugotavljanje napake bi bilo potrebno naknadno ročno procesiranje podatkov, ki pa je zelo 
zamuden proces in zato izven obsega te naloge. Kar se tiče aglikoziliranega proteina se relativni 
delež te proteinske različice giblje med 0.7 % in 1 %. Pri primerjavi povprečnih rezultatov naše 
analize s povprečjem teoretičnih podatkov (povp. 1.26 %) vidimo, da ni značilnega odstopanja 
bodisi za glikoziliran ali aglikoziliran protein. 
4.2 TESTIRANJE MULTIATRIBUTNE METODE NA DRUGEM TIPU PROTITELES 
Pri razvoju MAM na vzorcih IgG1 smo opazili, da je bila uspešnost kombinirane proteinske 
razgradnje veliko večja v primerjavi s tripsinsko cepitvijo. Ugotovili smo tudi, da uspešnost 
cepitve ni imela večjega vpliva na kvantifikacijo PTM pri NISTmAb vzorcih.  
Ker smo želeli zagotoviti hitro pripravo vzorca, natančno identifikacijo in relativno 
kvantifikacijo PTM z minimalnimi artefakti ne le pri mAbs podrazreda IgG1, temveč pri 
različnih tipih proteinov, smo se odločili za 4-urno kombinirano proteolizo ter v naslednji fazi 
preverili uporabnost MAM na mAbs IgG4 (mAbs A). 
V drugi fazi razvoja MAM smo metodo testirali na mAbs A vzorcih podrazreda IgG4. Vzorce 
smo pridobili iz izbranih klonov za razvoj celične linije CHO. Označili smo jih s črko P, ki ji 
sledi številka, specifična za posamezen vzorec. Priprava vzorcev je potekala po optimiziranem 
protokolu, pri čemer smo za cepitev proteina uporabili kombinacijo (1:1) tripsina in LysC (E:P 
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= 1:10) ter proteolizo ustavili po 4 urah inkubacije. Rezultat uspešnosti cepitve in relativnih 
deležev PTM je prikazan na sliki 24. Zaradi boljše preglednosti rezultatov smo grafično 
prikazali deleže 15 PTM, v celoti pa so podatki prikazani v prilogi B. 
 
Slika 24: Prikaz uspešnosti cepitve v % (Y-os) in relativnih deležev PTM na mAbs A vzorcih izbranih klonov 
celične linije CHO (X-os); vsaka barva stolpca označuje določeno PTM 
Rezultat uspešnosti cepitve mAbs A vzorcev je variiral med 77 % in 89 %. Pri vseh vzorcih je 
delež pokritosti AK zaporedja (odstotek določenih AK za ugotavljanje primarne strukture 
proteinov), ki smo ga dobili po procesiranju surovih podatkov v PepFinder programu, znašal 
99.5 % za Hc oz. 95.3 % za Lc.  
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S prekrivanjem TIC kromatogramov mAbs A vzorcev (priloga C) smo opazili, da je bila 
relativna inteziteta signala pri enem izmed vzorcev višja (P33 vzorec – roza signal), kar kaže na 
možno napako pri ročni pripravi vzorca ali na napako v delovanju LC-MS instrumenta.  
Za preverjanje samega LC-MS instrumenta smo med analizo večkrat injicirali referenčni 
standard. Prekriti TIC kromatogrami treh injiciranj referenčnega standarda so prikazani na sliki 
25 in so primerljivi med sabo. S tem lahko potrdimo, da je bilo delovanje instrumenta ustrezno. 
 
Slika 25: Prekriti TIC kromatogrami referenčnega standarda; Y-os prikazuje relativno inteziteto signala, X-os 
prikazuje retenzijo, vsaka barva prikazuje TIC signal referenčnega standarda, ki je bil večkrat injiciran 
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4.3 PRIMERJAVA RAZVITE MULTI-ATRIBUTNE METODE Z ORTOGONALNIMI 
METODAMI 
Zanimala nas je tudi primerljivost MAM s kromatografskimi oz. elektroforetskimi 
ortogonalnimi metodami. Ker je glikozilacija ena izmed najpomembnejših PTM, smo rezultate 
razvite MAM metode primerjali z rezultati, ki so bili pridobljeni z Gmap metodo za glikanske 
strukture oz. s HT rCE-SDS metodo za aglikozilirane različice (slika 27). Analize na metodah 
Gmap in HT rCE-SDS so izvedli sodelavci v podjetju Lek, d. d. 
4.3.1 Primerjava z metodo glikanskega mapiranja (Gmap) 
Rezultati MAM so precej primerljivi z rezultati dveh ortogonalnih metod. Primerjavo rezultatov 
MAM z metodo Gmap smo izvedli tako, da smo za posamezan glikan primerjali razliko med 
obema metodama pri vsakem vzorcu posebej (slika 26). V preglednici 9 so prikazane povprečne 
vrednosti posameznih glikanov, ki so bile pridobljene z metodo Gmap, ter povprečna absolutna 
razlika rezultatov MAM od Gmap metode. 
Preglednica 9: Povprečne vrednosti posameznih glikanov, ki so bile pridobljene z metodo Gmap, ter povprečna 
absolutna razlika rezultatov MAM od Gmap metode 
Glikan Povprečna vrednost Gmap [%] Povprečna absolutna razlika od 
Gmap [odstotne točke] 
FA2 45.7 + 4.8 
FA2G1 33.8 - 4.7 
FA2G2 8.4 - 1.2 
A2 3.4 + 0.5 
M5 1.4 + 0.3 
FA1 0.0 + 3.5 
Večja razlika je razvidna pri FA1, saj so bili rezultati Gmap metode v glavnem pod mejo 
kvantifikacije, medtem ko so bile vrednosti naših rezultatov med 3.16 % in 3.91 %. Zato bi v 
prihodnje bilo zaželeno ponoviti analizo in primerjavo teh metod na večjem številu različnih 
vzorcev, saj zaradi omejenega obsega tega nismo mogli vključiti v našo raziskavo. 
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Slika 26: Primerjava rezultatov MAM (modri stolpci) z metodo Gmap (oranžni stolpci); za posamezan glikan smo 
primerjali razliko med obema metodama pri vsakem vzorcu posebej 
Iz rezultatov, ki so prikazani na sliki 26, je razvidno, da je pri vseh vzorcih relativni delež FA2, 
ki je bil ugotovljen z MAM, višji od tistih, ki je bil ugotovljen z metodo Gmap. Ravno obratno 
pa velja za FA2G1 in FA2G2, pri katerih je bil z metodo Gmap ugotovljen višji relativni delež 
kot z MAM. 
4.3.2 Primerjava z metodo na kapilarni elektroforezi na čipu (HT rCE-SDS) 
Metodo MAM smo primerjali tudi z metodo HT rCE-SDS, in sicer po določitvi relativnega 
deleža aglikoziliranega mAb. Metodi sta se izkazali za zelo primerljivi. Premica linearne 
regresije rezultatov MAM in HT rCE-SDS, ki je prikazana na sliki 27, je imela sicer naklon 
1.43, kar pomeni, da je relativni delež aglikozilacije, določen z MAM, nekoliko višji kot delež, 
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določen s HT rCE-SDS, seveda pa je brez uporabe znanega standarda težko oceniti, katera 
metoda je bolj točna. Pomembneje je, da je determinacijski koeficient (r2) enak 0.97, kar kaže 
na zelo visoko linearnost rezultatov med tema dvema metodama.  
 
Slika 27: Ponazoritev premice linearne regresije rezultatov relativne kvantifikacije aglikoziliranega mAb, ki so bili 
pridobljeni z MAM in HT rCE-SDS 
  
49 
Rukavina A. Razvoj metode peptidnega kartiranja za uporabo v biofarmacevtiki. 




V magistrski nalogi smo razvijali novo metodo za spremljanje kritičnih atributov kakovosti, ki 
temelji na LC-MS. Z razvito metodo lahko v eni analizi spremljamo več atributov hkrati ter 
posledično prihranimo veliko časa in sredstev.  
Optimizirali smo pripravo vzorcev, in sicer smo se osredotočili predvsem na pogoje proteolize, 
kjer smo testirali vpliv različnih tipov encimske razgradnje na uspešnost cepitve ter na relativno 
kvantifikacijo PTM ob različnih časih inkubacije. Razvoj metode je potekal na mAbs IgG1 
(NISTmAb). Novo razvito metodo smo potem testirali na mAbs IgG4 (mAbs A), s čimer smo 
preizkusili prenosljivost in uporabnost metode tudi na drugem podrazredu imunoglobulinov. Te 
rezultate smo primerjali z rezultati dveh ortogonalnih metod ter preverili linearnost. 
Rezultati so pokazali, da koncentracija encima vpliva na kinetiko encimske razgradnje proteinov 
‒ višja kot je koncentracija encima, hitreje se cepijo peptidne vezi. Ugotovili smo, da je bila pri 
kombinirani proteolizi (Tripsin:LysC = 1:1) uspešnost cepitve veliko večja, za razliko od 
tripsinske cepitve pri enaki koncentraciji encima v vzorcu (E:P = 1:10). Sklepali smo, da bo 
večja uspešnost cepitve vplivala na ugotovljen relativni delež posameznih atributov kakovosti, 
vendar se je pri naših analizah izkazalo, da uspešnost cepitve ni imela večjega vpliva na relativno 
kvantifikacijo PTM. Ker smo želeli zagotoviti hiter in verodostojen rezultat relativnih deležev 
PTM z minimalnimi artefakti, smo se odločili za 4-urno kombinirano proteolizo. 
Metodo bi bilo potrebno testirati tudi na drugih tipih terapevtskih proteinov. Če bi v prihodnje 
dokazali, da tudi pri drugih tipih mAbs uspešnost cepitve nima značilnega vpliva na relativno 
kvantifikacijo CQA, bi lahko še dodatno skrajšali čas inkubacije in s tem čas priprave vzorca, 
ki je zaradi številnih korakov in kompleksnosti časovno potratna. Poleg tega bi bilo zaželeno 
avtomatizirati proces priprave vzorca na robotu. S tem bi zmanjšali variabilnost med vzorci in 
razbremenili operaterje in raziskovalce, ki bi lahko ta čas vložili v nove raziskave in razvoj. 
Prihodnji izziv predstavlja tako optimizacija LC-MS parametrov kot tudi razvoj novih 
algoritmov za obdelavo surovih podatkov, saj so napake pri klasifikaciji MS vrhov in izračunu 
relativnih deležev modifikacij pogoste, zaradi česar je potrebna ročna integracija, ki zahteva 
veliko vloženega časa in znanja. 
Pri primerjanju naših rezultatov z rezultati konvencionalnih metod smo potrdili našo hipotezo: 
razvita MAM je primerljiva z dvema obstoječima ortogonalnima metodama, Gmap in HT rCE-
SDS, ki se uporabljata za relativno kvantifikacijo glikanov oz. aglikoziliranega proteina. Poleg 
tega z MAM pridobimo tudi podatke o drugih PTM, kot so glikacije, deamidacije, izomerizacije, 
oksidacije, C-terminalni Lys, N-terminalni pE, itd., za katere bi bilo sicer potrebno narediti 
dodatne analize z različnimi metodami. V prihodnje bi bilo potrebno narediti dodatno študijo, v 
kateri bi primerjali MAM z drugimi konvencionalnimi metodami, ki se poleg Gmap in HT rCE-
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SDS uporabljajo za relativno kvantifikacijo CQA. S temi rezultati bi lahko preverili, ali z MAM 
lahko nadomestimo tudi druge klasične metode, ki se uporabljajo v analitiki proteinov. 
Pri kontroli kakovosti terapevtske učinkovine znotraj GMP okolja se še vedno zaupa 
konvencionalnim metodam, glede na primerljivost rezultatov pa ima uporaba MAM znotraj 
GDevP okolja številne prednosti. 
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Celice CHO se že desetletja uporabljajo za proizvodnjo bioloških in biološko podobnih zdravil. 
Pri razvoju celične linije in bioprocesa za proizvodnjo rekombinantnih proteinov se uporabljajo 
različne analitske metode za spremljanje kritičnih atributov kakovosti (npr. PTM, fragmentacija, 
agregacija, itd). Vrednosti posameznih atributov morajo ustrezati določenim vnaprej 
postavljenim mejam, saj lahko le na tak način zagotavljamo ustrezno varnost in učinkovitost 
terapevtskega proteina. Tradicionalno se v farmacevtski industriji uporabljajo specifične 
analitske metode za katere velja princip: en atribut – ena metoda. V zadnjem času pa 
tradicionalne analitske metode nadomešča MAM. Kot MAM se najpogosteje uporablja Pepmap 
metoda. Njena glavna prednost pred tradicionalnimi analitskimi metodami je v tem, da lahko v 
eni analizi spremljamo več atributov hkrati, s čimer prihranimo veliko časa in sredstev. 
Glavni namen raziskovalne naloge je zajela naša hipoteza, da lahko s pomočjo vzpostavljene in 
optimizirane MAM, ki temelji na Pepmap metodi, nadomestimo konvencionalne 
kromatografske in elektroforetske metode. Pri raziskovalnem delu smo uporabljali sklopljeno 
tehniko HPLC-MS, s katero lahko pridobimo kvalitativne in kvantitativne informacije o vzorcu. 
Priprava vzorca je zelo kompleksna in časovno potratna, saj je potrebno vzorec pred analizo 
denaturirati, reducirati, alkilirati ter razgraditi na peptide želene velikosti. Encimska razgradnja 
proteina je eden najpomembnejših korakov, saj je od te posledično odvisna tudi kvantifikacija 
CQA. Zato smo se lotili optimizacije priprave vzorca, in sicer pogojev proteolize, kjer smo 
poiskali pogoje, pri katerih bo uspešnost cepitve dovolj visoka in bomo dobili verodostojne 
rezultate relativnih deležev PTM.  
Razvoj metode je potekal na mAbs IgG1, pri čemer smo ovrednotili uspešnost cepitve s 
tripsinom, pri različnih E:P razmerjih, ter s kombinacijo tripsina in LysC ob različnih časih 
inkubacije. Dokazali smo, da s kombinacijo tripsina in LysC v enakem razmerju dobimo večje 
število popolnoma cepljenih peptidov, za razliko od tripsinske proteolize pri enaki koncentraciji 
encima v vzorcu. Naši rezultati so pokazali, da razmerje med encimom in proteinom vpliva na 
hitrost encimske reakcije. 
Zanimivo je, da pri razvoju MAM na mAbs IgG1 rezultat uspešnosti cepitve ni imel značilnega 
vpliva na relativno kvantifikacijo PTM, saj so bili rezultati primerljivi s podatki iz literature. Po 
drugi strani iz izkušenj vemo, da večje število nepopolno cepljenih peptidov poveča 
kompleksnost surovih podatkov. Posledično pride do napak pri njihovi obdelavi, zaradi česar je 
potrebna ročna integracija, ki zahteva veliko vloženega časa in znanja. Ker smo želeli pridobiti 
hitro in učinkovito cepitev ter verodostojne rezultate relativnih deležev PTM ne le pri mAbs 
IgG1, temveč pri različnih tipih terapevtskih proteinov, smo se odločili za nadaljnjo uporabo 
kombinirane proteolize pri 4-urni inkubaciji, kjer je bila količina encima v razmerju s proteinom 
1:10.  
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Novo razvito metodo smo testirali na mAbs IgG4, s čimer smo preverili prenosljivost in 
uporabnost metode tudi na drugem podrazredu imunoglobulinov. Te rezultate smo primerjali z 
rezultati dveh ortogonalnih metod ter preverili linearnost. S tem smo pokazali primerljivost 
MAM z dvema obstoječima ortogonalnima metodama, Gmap in HT rCE-SDS, ki se uporabljata 
za relativno kvantifikacijo N-glikanov oz. aglikoziliranega proteina. Poleg tega z MAM 
pridobimo tudi podatke o drugih PTM, kot so glikacije, deamidacije, izomerizacije, oksidacije 
ter prisotnost C-terminalnega Lys in N-terminalnega pE, za katere bi bilo sicer potrebno narediti 
dodatne analize z različnimi metodami.  
V prihodnosti bi lahko naredili dodatno študijo, v kateri bi primerjali MAM z drugimi 
konvencionalnimi metodami, ki se poleg Gmap in HT rCE-SDS uporabljajo za relativno 
kvantifikacijo CQA. S temi rezultati bi lahko preverili, ali z MAM lahko nadomestimo številne 
klasične metode, ki se uporabljajo v analitiki proteinov. Zaradi obširnosti te študije nismo mogli 
vključiti v magistrsko nalogo. 
V prihodnje bi bilo potrebno testirati metodo tudi na drugih tipih mAbs, vendar zaradi 
omejenega obsega tega nismo izvedli. Poleg tega bi bilo zaželeno avtomatizirati proces priprave 
vzorca na robotu, s čimer bi zmanjšali možnost za napake. S tem bi tudi razbremenili operaterje 
in raziskovalce, ki bi lahko ta čas vložili v nove raziskave in razvoj. Prihodnji izziv predstavlja 
tako optimizacija LC-MS parametrov kakor tudi razvoj novih algoritmov za obdelovanje 
surovih podatkov. 
Vsekakor lahko zaključimo, da bi bila vpeljava MAM v vsakodnevno uporabo znotraj GDevP 
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Relativni deleži vseh identificiranih PTM na NISTmAb vzorcih, ki so pridobljeni po procesiranju surovih 
podatkov v PepFinder programu 
 






























M34+Oksidacija 9.35% 9.37% 10.88% 11.62% 12.03% 8.52% 8.15% 7.50% 8.21% 9.98% 10.16% 10.03% 10.03% 10.17% 8.36%
W49+Oksidacija 1.18% 1.16% 1.12% 1.14% 1.22% 1.21% 1.23% 1.08% 1.12% 1.24% 1.69% 1.65% 1.40% 1.40% 1.35%
K58+Glikacija 0.13% 0.12% 0.12% 0.12% 0.11% 0.19% 0.14% 0.18% 0.13% 0.13% 0.16% 0.30% 0.18% 0.20% 0.09%
N62+Deamidacija 0.01% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.24% 0.34% 0.19% 0.10% 0.03% 7.28% 2.21% 0.91% 0.39% 0.22%
N62+izguba NH3 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.22% 0.11% 0.14% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.40% 0.09%
K66+Glikacija 0.62% 0.60% 0.41% 0.31% 0.34% 6.68% 3.91% 1.95% 1.66% 1.23% 15.76% 10.03% 5.16% 3.36% 3.64%
K73+Glikacija 1.73% 1.79% 2.19% 2.43% 4.64% 0.31% 0.53% 0.52% 0.73% 1.93% 0.27% 0.48% 0.47% 0.54% 0.76%
K77+Glikacija 0.29% 0.34% 0.29% 0.31% 0.27% 0.08% 0.11% 0.17% 0.20% 0.34% 0.04% 0.08% 0.07% 0.10% 0.22%
N78+Deamidacija 0.15% 0.27% 0.52% 0.75% 2.58% 0.05% 0.06% 0.07% 0.08% 0.19% 0.02% 0.10% 0.11% 0.09% 0.24%
N78+izguba NH3 2.96% 2.85% 2.74% 2.83% 2.75% 1.33% 1.70% 1.72% 1.97% 2.79% 1.24% 1.39% 1.48% 1.54% 2.05%
N86+izguba NH3 0.02% 0.02% 0.01% 0.00% 0.00% 0.02% 0.04% 0.09% 0.10% 2.47% 0.00% 0.02% 0.07% 0.05% 0.31%
M87+Oksidacija 7.23% 7.42% 8.11% 8.02% 10.14% 3.58% 3.57% 4.40% 4.61% 5.24% 3.31% 3.45% 3.71% 4.23% 3.06%
M101+Oksidacija 10.74% 9.52% 11.08% 10.86% 11.78% 9.23% 7.79% 8.07% 8.72% 9.81% 11.00% 10.34% 9.78% 10.30% 7.82%
Q112+Deamidacija 0.42% 0.42% 0.61% 1.07% 0.61% 0.95% 0.00% 0.27% 0.29% 0.33% 1.75% 2.35% 1.14% 0.73% 0.41%
K136+Glikacija 0.22% 0.23% 0.23% 0.23% 0.19% 0.06% 0.10% 0.14% 0.15% 0.18% 0.02% 0.03% 0.06% 0.08% 0.14%
N211+izguba NH3 0.21% 0.29% 0.29% 0.24% 0.23% 0.25% 0.28% 0.28% 0.26% 0.29% 0.27% 0.27% 0.22% 0.27% 0.25%
K225+Glikacija 0.26% 0.29% 0.28% 0.25% 0.27% 0.36% 0.30% 0.36% 0.34% 0.63% 0.36% 0.36% 0.36% 0.34% 0.37%
K249+Glikacija 0.18% 0.19% 0.16% 0.16% 0.09% 1.05% 0.96% 0.91% 0.81% 0.72% 1.00% 1.06% 0.91% 1.00% 0.84%
K251+Glikacija 0.74% 0.79% 0.81% 0.76% 0.72% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 0.01% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
N279+Deamidacija 0.04% 0.05% 0.09% 0.10% 0.76% 0.02% 0.02% 0.04% 0.03% 0.03% 0.03% 0.04% 0.05% 0.05% 0.06%
N279+izguba NH3 0.20% 0.27% 0.24% 0.28% 0.34% 0.19% 0.18% 0.15% 0.20% 0.23% 0.15% 0.19% 0.20% 0.18% 0.20%
W280+Oksidacija 0.06% 0.08% 0.05% 0.08% 0.28% 0.06% 0.08% 0.09% 0.08% 0.12% 0.09% 0.10% 0.07% 0.08% 0.07%
K291+Glikacija 0.08% 0.09% 0.09% 0.10% 0.12% 0.11% 0.12% 0.12% 0.12% 0.14% 0.10% 0.11% 0.11% 0.11% 0.13%
K293+Glikacija 0.80% 0.03% 0.84% 1.27% 0.18% 0.00% 0.30% 0.47% 0.61% 0.54% 0.00% 0.08% 0.12% 0.00% 0.00%
N300+A1 0.76% 0.74% 0.87% 0.90% 0.76% 0.69% 0.70% 0.91% 0.86% 0.65% 0.96% 0.86% 0.69% 0.74% 0.76%
N300+FA1 3.77% 4.42% 4.91% 5.27% 5.46% 3.39% 3.39% 3.56% 3.73% 4.21% 3.24% 3.31% 3.40% 3.52% 2.76%
N300+FA1G1 2.49% 2.78% 2.85% 2.99% 3.08% 2.45% 2.49% 2.42% 2.43% 2.47% 2.49% 2.48% 2.48% 2.43% 2.17%
N300+A2G2 67.34% 68.49% 71.94% 71.16% 65.91% 20.84% 24.30% 32.42% 36.04% 51.23% 12.70% 19.58% 23.48% 27.64% 33.52%
N300+M5 1.09% 1.16% 1.43% 1.38% 1.56% 1.10% 1.12% 1.07% 1.10% 1.09% 1.10% 1.13% 1.08% 1.09% 0.92%
N300 Deglikoziliran 0.80% 0.74% 1.05% 1.08% 1.02% 0.70% 0.71% 0.85% 0.87% 0.96% 0.70% 0.68% 0.79% 0.75% 0.71%
W316+Oksidacija 0.59% 0.63% 0.51% 0.61% 0.49% 0.54% 0.51% 0.52% 0.41% 0.60% 0.91% 0.70% 0.61% 0.60% 0.60%
N318+Deamidacija 0.18% 0.20% 0.31% 0.46% 2.41% 0.09% 0.11% 0.13% 0.12% 0.12% 0.11% 0.14% 0.15% 0.14% 0.23%
N318+izguba NH3 1.26% 1.82% 2.38% 3.06% 5.12% 0.43% 0.52% 0.64% 0.62% 0.72% 0.27% 0.36% 0.45% 0.52% 0.65%
K320+Glikacija 0.73% 2.38% 5.17% 7.12% 7.49% 0.05% 0.05% 0.06% 0.06% 0.10% 0.05% 0.04% 0.05% 0.05% 0.05%
N328+Deamidacija 0.15% 0.12% 0.03% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 14.80% 0.00% 0.00%
K329+Glikacija 0.75% 0.77% 0.82% 0.78% 0.74% 0.47% 0.57% 0.69% 0.76% 0.74% 0.25% 0.34% 0.40% 0.48% 0.66%
M361+Oksidacija 10.12% 9.83% 8.26% 7.68% 5.83% 9.83% 9.67% 9.63% 9.58% 9.23% 9.92% 10.32% 10.47% 10.23% 9.48%
K363+Glikacija 0.01% 0.06% 0.07% 0.07% 0.07% 0.15% 0.10% 0.10% 0.11% 0.07% 0.11% 0.13% 0.08% 0.12% 0.09%
N364+Deamidacija 0.30% 0.47% 0.79% 1.14% 3.71% 0.09% 0.12% 0.15% 0.16% 0.35% 0.17% 0.20% 0.25% 0.22% 0.47%
N364+izguba NH3 0.23% 0.23% 0.25% 0.24% 0.27% 0.19% 0.15% 0.16% 0.18% 0.17% 0.17% 0.16% 0.17% 0.17% 0.21%
K373+Glikacija 0.00% 0.01% 0.01% 0.02% 0.16% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.03% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
K412+Glikacija 0.09% 0.13% 0.19% 0.26% 1.10% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 0.06% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01%
Q422+Deamidacija 0.09% 0.08% 0.10% 0.11% 0.00% 0.04% 0.03% 0.03% 0.02% 0.02% 0.04% 0.10% 0.09% 0.08% 0.17%
N424+izguba NH3 0.46% 0.46% 0.45% 0.51% 0.56% 0.42% 0.41% 0.50% 0.56% 0.86% 0.42% 0.43% 0.50% 0.58% 1.00%
M431+Oksidacija 7.01% 7.18% 7.93% 7.83% 11.17% 7.30% 7.24% 6.88% 7.07% 8.29% 8.55% 8.21% 8.04% 7.63% 7.25%
K442+Glikacija 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.20% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Q3+Deamidacija 0.16% 0.17% 0.19% 0.18% 0.18% 0.07% 0.10% 0.09% 0.09% 0.11% 0.15% 0.16% 0.17% 0.15% 0.25%
M4+Oksidacija 6.84% 6.75% 6.61% 6.37% 7.50% 5.95% 5.89% 5.82% 5.98% 7.54% 7.33% 7.18% 6.49% 6.81% 7.08%
M32+Oksidacija 3.91% 3.51% 4.05% 3.94% 7.06% 4.16% 4.18% 4.57% 5.16% 5.54% 3.90% 4.48% 4.50% 4.72% 5.92%
Q36+Deamidacija 0.15% 0.14% 0.15% 0.12% 0.12% 0.05% 0.04% 0.05% 0.06% 0.06% 0.12% 0.11% 0.14% 0.10% 0.22%
Q36+izguba NH3 9.90% 22.31% 7.14% 2.15% 1.68% 0.09% 0.24% 0.30% 0.33% 0.30% 0.22% 0.21% 0.20% 0.24% 0.27%
K38+Glikacija 0.05% 0.05% 0.04% 0.04% 0.01% 0.16% 0.19% 0.21% 0.26% 0.28% 0.16% 0.18% 0.20% 0.19% 0.24%
K44+Glikacija 0.08% 0.09% 0.08% 0.08% 0.07% 0.01% 0.02% 0.03% 0.04% 0.08% 0.00% 0.01% 0.01% 0.02% 0.05%
K102+Glikacija 0.59% 0.46% 0.46% 0.44% 0.68% 0.72% 0.73% 0.70% 0.68% 0.77% 0.90% 0.88% 0.83% 0.78% 0.94%
N136+Deamidacija 0.14% 0.18% 0.29% 0.45% 2.08% 0.06% 0.07% 0.07% 0.07% 0.08% 0.08% 0.09% 0.09% 0.09% 0.14%
N136+izguba NH3 0.16% 0.23% 0.30% 0.34% 0.43% 0.09% 0.09% 0.11% 0.13% 0.20% 0.12% 0.11% 0.12% 0.14% 0.19%
Q146+izguba NH3 0.25% 0.26% 0.25% 0.24% 0.25% 0.19% 0.21% 0.24% 0.24% 0.25% 0.27% 0.21% 0.27% 0.16% 0.28%
W147+Oksidacija 1.26% 1.25% 1.91% 1.60% 2.88% 1.08% 1.23% 1.07% 1.29% 1.53% 0.85% 0.99% 1.12% 1.43% 1.34%
K148+Glikacija 0.55% 0.51% 0.45% 0.43% 0.39% 0.47% 0.46% 0.45% 0.43% 0.41% 0.36% 0.42% 0.47% 0.45% 0.40%
N151+Deamidacija 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.15% 0.12% 0.12% 0.09% 0.03% 0.27% 0.18% 0.15% 0.14% 0.08%
N151+izguba NH3 0.22% 0.17% 0.19% 0.17% 0.19% 0.09% 0.16% 0.08% 0.13% 0.10% 0.18% 0.04% 0.09% 0.16% 0.14%
K168+Glikacija 0.15% 0.13% 0.12% 0.12% 0.07% 0.16% 0.13% 0.12% 0.10% 0.05% 0.40% 0.20% 0.13% 0.11% 0.09%
K182+Glikacija 0.37% 0.27% 0.30% 0.39% 0.26% 0.32% 0.36% 0.30% 0.36% 0.23% 0.27% 0.30% 0.36% 0.39% 0.34%
K187+Glikacija 0.02% 0.07% 0.07% 0.00% 0.00% 0.81% 0.63% 0.35% 0.21% 0.00% 0.91% 0.82% 0.80% 0.60% 0.17%
K189+Glikacija 0.12% 0.12% 0.11% 0.12% 0.10% 0.10% 0.10% 0.10% 0.10% 0.11% 0.08% 0.08% 0.10% 0.09% 0.09%
Q198+Deamidacija 0.23% 0.21% 0.26% 0.20% 0.21% 0.02% 0.04% 0.04% 0.05% 0.08% 0.07% 0.08% 0.08% 0.05% 0.17%
Q198+izguba NH3 0.06% 0.03% 0.06% 0.04% 0.04% 0.07% 0.06% 0.04% 0.03% 0.04% 0.05% 0.06% 0.04% 0.07% 0.04%
C213+Lys 1.47% 3.63% 27.67% 60.89% 29.57% 4.49% 49.23% 42.26% 36.57% 14.49% 0.06% 1.01% 5.65% 22.00% 45.64%
K13+Glikacija 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.11% 0.21% 0.59% 0.72% 1.56% 0.12% 0.11% 0.00% 0.19% 1.24%
Q1+izguba NH3 (pE) 99.79% 99.80% 99.83% 99.77% 99.75% 99.80% 99.82% 99.76% 99.80% 99.78% 99.85% 99.79% 99.80% 99.81% 99.83%
M255+Oksidacija 9.97% 10.34% 9.74% 9.72% 10.45% 10.28% 10.25% 9.34% 9.67% 11.27% 11.56% 11.62% 10.60% 10.76% 11.14%
N300+FA2 26.16% 30.29% 34.14% 36.28% 37.85% 35.96% 35.59% 32.82% 31.69% 30.66% 38.76% 36.51% 35.55% 34.15% 29.67%
N300+FA2G1 30.32% 32.26% 34.34% 36.44% 37.20% 35.19% 33.82% 32.49% 32.62% 32.72% 36.29% 35.34% 34.25% 33.57% 31.02%
N300+FA2G2 8.38% 8.96% 8.76% 8.70% 9.33% 7.58% 7.89% 8.02% 8.12% 8.49% 8.28% 6.96% 7.36% 7.66% 7.72%
N387+Deamidacija 1.87% 2.07% 2.28% 2.59% 7.28% 1.70% 1.79% 1.66% 1.70% 2.01% 1.83% 1.82% 1.73% 1.81% 1.92%
N387+izguba NH3 0.62% 0.83% 1.18% 1.46% 2.50% 0.31% 0.31% 0.32% 0.33% 0.44% 0.33% 0.32% 0.31% 0.32% 0.47%
G449+Lys (C-term.) 6.49% 7.04% 7.59% 8.65% 9.22% 9.31% 9.07% 8.60% 8.35% 7.47% 10.02% 9.79% 9.08% 8.84% 8.38%
Kombinirana cepitev (LysC+Tripsin) (E:P=1:10) Tripsinska cepitev (E:P=1:10) Tripsinska cepitev (E:P=1:30)
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Relativni deleži vseh identificiranih PTM na mAbs A vzorcih, ki so pridobljeni po procesiranju surovih 
podatkov v PepFinder programu 
 
  
PTM / Vzorci P2 P4 P32 P33 P38 P39 P43 P44 P45
Q1+izguba NH3 (pE) 94.36% 93.77% 94.09% 94.29% 92.96% 93.67% 93.10% 93.65% 93.20%
M34+Oksidacija 9.17% 11.06% 11.38% 8.60% 9.99% 11.98% 11.71% 11.21% 11.69%
K43+Glikacija 2.29% 5.45% 4.54% 1.02% 4.02% 5.84% 7.95% 5.03% 7.44%
K57+Glikacija 0.79% 0.82% 0.83% 0.68% 0.82% 0.74% 0.85% 0.78% 0.76%
M83+Oksidacija 12.16% 12.96% 12.67% 11.82% 12.89% 14.24% 14.63% 13.37% 14.12%
W103+Oksidacija 1.45% 1.02% 1.59% 1.48% 1.19% 1.21% 1.17% 1.35% 0.95%
N155+Deamidacija 2.37% 2.76% 2.94% 1.96% 2.62% 2.86% 2.82% 2.32% 2.60%
K241+Glikacija 1.11% 1.18% 1.19% 1.00% 1.06% 1.05% 0.98% 0.90% 1.02%
M245+Oksidacija 15.08% 18.21% 18.51% 15.04% 17.66% 18.97% 19.85% 17.73% 20.40%
N290+FA1 3.91% 3.82% 3.65% 3.54% 3.39% 3.59% 3.20% 3.12% 3.16%
N290+A2 3.83% 3.75% 4.35% 4.28% 3.61% 3.93% 4.13% 3.73% 4.03%
N290+FA2 53.11% 56.81% 52.40% 50.73% 49.17% 50.13% 47.07% 47.89% 47.53%
N290+FA2G1 29.77% 27.71% 28.60% 30.43% 29.03% 29.53% 28.25% 28.54% 30.30%
N290+FA2G2 7.16% 5.96% 7.07% 7.00% 8.30% 8.21% 6.85% 7.08% 7.16%
N290+M5 1.69% 1.54% 1.67% 1.90% 1.54% 1.62% 1.73% 1.69% 1.70%
N290 Deglikozilacija 0.50% 0.37% 2.24% 2.09% 4.91% 2.96% 8.70% 7.90% 6.05%
W306+Oksidacija 0.76% 0.83% 0.83% 0.70% 0.73% 0.80% 0.82% 0.81% 0.83%
N308+Deamidacija 0.54% 0.53% 0.54% 0.52% 0.41% 0.49% 0.42% 0.43% 0.45%
N308+izguba NH3 2.56% 2.61% 2.75% 2.55% 2.52% 2.68% 2.65% 2.66% 2.58%
K319+Glikacija 1.56% 1.30% 1.37% 1.28% 1.34% 1.37% 1.42% 1.25% 1.34%
M351+Oksidacija 8.18% 11.18% 10.50% 10.59% 10.33% 11.21% 14.62% 9.99% 10.25%
N354+Deamidacija 0.70% 0.70% 0.66% 0.73% 0.58% 0.60% 0.74% 0.61% 0.75%
N354+izguba NH3 0.17% 0.15% 0.14% 0.15% 0.16% 0.16% 0.16% 0.16% 0.17%
W374+Oksidacija 1.41% 1.60% 1.72% 1.37% 1.50% 1.49% 1.54% 1.56% 1.71%
N377+izguba NH3 1.63% 1.78% 1.75% 1.65% 1.68% 1.66% 1.75% 1.71% 1.75%
M421+Oksidacija 9.62% 10.30% 10.34% 9.20% 9.98% 10.71% 11.11% 10.59% 10.63%
K103+Glikacija 1.37% 0.27% 0.21% 0.99% 0.91% 0.02% 0.08% 0.48% 0.01%
K183+Glikacija 1.07% 1.01% 1.06% 0.93% 1.03% 1.04% 1.01% 1.05% 0.95%
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Prekriti TIC kromatogrami mAbs A vzorcev; Y-os prikazuje relativno inteziteto signala, X-os prikazuje 
retenzijo, vsaka barva prikazuje TIC signal enega vzorca 
 
